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Aínda que as vacinas baseadas en vesículas de membrana externa son 
eficaces fronte ás cepas epidémicas de N. meningitidis do serogrupo B, 
estas continúan a presentar importantes limitacións e estase a realizar un 
grande esforzo no desenvolvemento de novas vacinas e na reformulación 
das xa existentes. A resposta inmune fronte a estas vacinas diríxese 
principalmente fronte aos complexos de porinas. Este traballo pretende un 
mellor coñecemento dos complexos de porinas e do papel da RmpM 
mediante a renaturalización de complexos proteicos en liposomas. 
Ademais, avalíase o potencial vacinal dos proteoliposomas que conteñen 
complexos de porinas e RmpM. 
Os proteoliposomas preparados por diálise-extrusión que conteñen 
diferentes combinacións das proteínas recombinantes PorB, PorA, e RmpM 
permiten a renaturalización dos complexos de porinas e un perfil moi 
similar ao existente nas OMVs producidas pola bacteria. 
As análises realizadas mostran que a RmpM se unen aos complexos de 
porinas a través do seu extremo N-terminal mediante a interacción coa 
PorB, sendo un péptido de seis aminoácidos (VSGQSN) crucial para esta 
interacción. A asociación a outros complexos proteicos suxire un 
importante papel da RmpM no transporte de ións a través das membranas 
celulares, na translocación de proteínas a través do periplasma e na 
adhesión ás células do hóspede. 
Todos os proteoliposomas ensaiados induciron unha boa resposta inmune 
fronte á cepa homóloga, incluso en ausencia da PorA, mais a reactividade 
cruzada fronte as cepas heterólogas foi baixa. Os sistemas mostraron unha 
boa estabilidade a longo prazo a temperatura ambiente tras liofilización, sen 
se observaren diferenzas entre os dous axentes crioprotectores ensaiados, 
glicosa e trealosa. Polo tanto, os proteoliposomas son sistemas estábeis, de 
composición ben definida e cun grande interese como alternativa ás vacinas 
de OMVs e como vehículo para as novas vacinas de subunidades.
Summary 
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Although vaccines based on outer membrane vesicles are effective 
against epidemic serogroup B N. meningitidis strains, they continue to 
present important limitations, and great efforts are currently being focused 
in the development of a variety of new vaccine candidates and in the 
improvement of currently existing ones, which immune response is mainly 
directed against porin complexes. This work aims to deeper understanding 
of N. meningitidis porin complexes and the role of the RmpM by refolding 
of protein complexes into liposomes and to the evaluation of the vaccine 
potential of proteoliposome formulations containing porins and RmpM. 
Dialysis-extrusion proteoliposomes containing different combinations of 
the recombinant proteins PorB, PorA, and RmpM allowed the refolding of 
porin complexes with a profile very similar to that of the complexes present 
in OMVs produced naturally by the bacteria.  
Analysis showed that RmpM binds to porin complexes through 
interaction between PorB and its N-terminal domain, where a six amino 
acid peptide (VSGQSN) is crucial for this interaction. Due to its interaction 
with other protein complexes, an important role of the RmpM in ions 
transport across cell membrane, in protein translocation through the 
periplasm and in adhesion processes to host cells is suggested for this 
protein.. 
All proteoliposome formulations induced a good immune response 
against the homologous strain, even when PorA was absent, but the cross-
reactivity against heterologous strains tested was low. The formulations 
showed good long-term stability at room temperature after lyophilization, 
with no differences between the two cryoprotectants tested, glucose and 
trehalose. Therefore, proteoliposomes are stable systems with a well 
defined composition and so of great interest as an alternative to current 
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1. Características xerais e clasificación de Neisseria meningitidis 
Desde o punto de vista taxonómico o xénero Neisseria está constituído 
por cocos Gram-negativos aerobios, dentro da familia Neisseriaceae. Das 
polo menos 10 especies deste xénero asociadas coa especie humana, só 
dúas son patóxenas, N. gonorrhoea causante da gonorrea e N. meningitidis 
causante de infección meningocócica. Neisseria meningitidis é un 
diplococo Gram-negativo aerobio, catalasa e oxidasa positivo, non móbil, 
sen flaxelos nin endosporas; pode presentar cápsula e pili e diferénciase 
doutras especies de Neisseria pola produción de ácido na oxidación da 
glicosa e a maltosa. Adóitase cultivar en medios enriquecidos con sangue 
como o Choc-Iso ou agar chocolate e, a pesar do seu carácter aerobio, o seu 
crecemento vese favorecido a concentracións de CO2 do 5-10%, humidade 
relativa do 50%, temperatura de 35-37 ºC e pH entre 7,4 e 7,6. 
Posúe a estrutura externa típica das bacterias Gram-negativas, unha 
membrana interna e outra externa separadas por un espazo periplasmático 
no que se dispón unha fina capa de peptidoglicano ancorada ás dúas 
membranas. As membranas difiren na súa composición lipídica e contido 
proteico. A cara externa da membrana externa está constituída por unha 
importante proporción de lipopolisacárido (LPS), tamén chamado 
lipooligosacárido (LOS) ao carecer de cadea lateral de antíxeno O, mentres 
que a súa cara periplasmática e a membrana interna están constituídas 
fundamentalmente por fosfolípidos. A membrana externa é moi rica en 
proteína que se denominadas proteínas de membrana externa (OMPs). Igual 
que moitas Gram-negativas, esta bacteria é produtora de vesículas de 
membrana externa (OMVs) compostas fundamentalmente por membrana 
externa e periplasma e cun tamaño de entre 20-250 nm. As OMVs difunden 
ao exterior da célula e desempeñan diversas funcións no medio e sobre 
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outras células, sendo relevantes na patoxenicidade, sinalización, adquisición 
de nutrientes e transferencia horizontal de xenes
1
. 
O meningococo clasifícase tradicionalmente por inmunotipado atendendo 
á antixenicidade das súas estruturas de superficie
2
. Todos os meningococos 
patóxenos presentan unha cápsula polisacarídica ancorada á súa membrana 
externa, o que lles permite unha maior adhesión ao epitelio e a evasión da 
resposta inmune. En función da composición do polisacárido capsular 
diferéncianse 13 serogrupos (A, B, C, D, E, H, I, K, L, W, X, Y, Z)
3
, dos 
cales tradicionalmente cinco se consideran os principais responsábeis da 
enfermidade meningocócica (A, B, C, Y e W), aínda que nos últimos anos 
tamén se inclúe neste grupo o serogrupo X que está a causar epidemias en 
África
4
. En función da especificidade antixénica das proteínas maioritarias 
de membrana externa, as porinas PorB e PorA, as neiserias clasifícanse en 
serotipos e serosubtipos respectivamente e con base nos antíxenos 
lipooligosacarídicos en inmunotipos
5
. Os serosubtipos están determinados 
por epitopos presentes en dúas rexións hipervariábeis (VR1 e VR2) da 
PorA e á súa vez divídense en variantes non clasificábeis fenotipicamente, 
definidas polas secuencias nucleotídicas codificantes para as rexións VR. A 
nomenclatura para o serotipado indica grupo:serotipo:P1.serosubtipo:L 
inmunotipo (Exemplo: B:15:P1.7,16:L3,7). O tipado actualmente tamén se 
                                                             
1 Kulp A, Kuehn MJ. Biological functions and biogenesis of secreted bacterial outer 
membrane vesicles. Annu Rev Microbiol. 2010;64:163-184. 
2 Frasch CE, Zollinger WD, Poolman JT. Serotype antigens of Neisseria meningitidis 
and a proposed scheme for designation of serotypes. Rev Infect Dis. 1985;7:504-510. 
3 Frasch CE, Stephens DS, Feavers I, Frosch M, Parkhill J et al. Description and 
Nomenclature of Neisseria meningitidis Capsule Locus. Emerg Infect Dis. 2013;19:566-
573. 
4 Boisier P, Nicolas P, Djibo S, Taha MK, Jeanne I et al. Meningococcal meningitis: 
unprecedented incidence of serogroup X-related cases in 2006 in Niger. Clin Infect Dis. 
2007; 44: 657-663 
5 Tsai CM, Mocca LF, Frasch CE. Immunotype epitopes of Neisseria meningitidis 
lipooligosaccharide types 1 through 8. Infect Immun. 1987;55:1652-1656. 
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As técnicas de inmunotipado presentan unha serie de limitacións como a 
cobertura incompleta, as dificultades na produción e subministración de 
reactivos, a dependencia da expresión da diana tipificada e a correlación 
inconsistente coa relación xenética dos illados debido ao intercambio 
xenético horizontal e aos altos niveis de selección positiva experimentados 
por compoñentes da superficie meningocócica
7
.  
Para intentar superar algunhas destas limitacións introduciuse o tipado 
electroforético que presenta unha maior resolución ao permitir identificar 
variacións de aminoácidos que son inmunoloxicamente equivalentes. Esta 
técnica aplícase a encimas hidrosolúbeis baseándose na diferenza de 
mobilidade electroforética das variantes aminoacídicas (aloencimas). Por 
tanto, permite detectar polimorfismos nucleotídicos sinónimos polos que un 
aloencima particular pode representar múltiples alelos nucleotídicos. No 
entanto, non permite detectar todas as variacións non sinónimas xa que 
algunhas presentan unha mobilidade electroforética equivalente; algúns 
estudos suxiren que detecta entre un 80-90% destas variacións
8
. Os 
resultados de varios loci pódense combinar para obter información da 
frecuencia de combinacións alélicas multilocus, que é a base da técnica 
Multilocus Enzime Electrophoresis (MLEE) amplamente aplicada ás 
poboacións bacterianas agrupando as diferentes liñaxes en tipos 
electroforéticos (ETs). Adoitan analizarse entre 15 e 20 loci, aumentando a 
                                                             
6 Pettersson A, Kuipers B, Pelzer M, Verhagen E, Tiesjema RH et al. Monoclonal 
antibodies against the 70-kilodalton iron-regulated protein of Neisseria meningitidis are 
bactericidal and strain specific. Infect Immun. 1990;58:3036-3041. 
7 Jolley KA, Brehony C, Maiden MC. Molecular typing of meningococci: 
recommendations for target choice and nomenclature. FEMS Microbiol Rev. 2007;31:89-
96. 
8 Selander RK, Caugant DA, Ochman H, Musser JM, Gilmour MN, et al. Methods of 
multilocus enzyme electrophoresis for bacterial population genetics and systematics. Appl 
Environ Microbiol. 1986;51:873-884. 
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información limitada pola diversidade en calquera locus e evidencia 
calquera diferenza en procesos epidemiolóxicos influenciados por 
diferentes loci. No entanto, o MLEE non se estabeleceu como técnica de 




O desenvolvemento das técnicas moleculares e a secuenciación completa 
de varias cepas de N. meningitidis, Z2491
10
 (serogrupo A, ST-4), MC58
11
 
(serogrupo B, ST-32), FAM18
12
 (serogrupo C, ST-11), NMB-CDC 
(serogrupo B, ST-8) permitiu a caracterización completa, barata e 
reproducíbel de calquera locus, e polo tanto, das proteínas codificadas. 
Desta forma desenvolveuse a técnica Multilocus Sequence Tiping (MLST)
9
 
que se basea directamente na secuencia de nucleótidos, sendo capaz de 
diferenciar entre alelos que difiren só en substitucións sinónimas de 
nucleótidos e conseguindo unha resolución maior que as técnicas de tipado 
anteriores. Esta técnica consiste na obtención de fragmentos curtos da 
secuencia de nucleótidos, aproximadamente 450 pares de bases (pb), en sete 
loci distribuídos no xenoma (abcZ, adk, aroE, fumC, gdh, pdhC, pgm), 
obtendo un número arbitrario indicativo do perfil alélico. Clasifica as cepas 
en tipos de secuencia (ST), análogas ao ETs obtido por MLEE, agrupados 
en complexos clonais (cc) por similitude a un “xenotipo central”13. Polo 
                                                             
9 Maiden MC, Bygraves JA, Feil E, Morelli G, Russell JE et al. Multilocus sequence 
typing: a portable approach to the identification of clones within populations of pathogenic 
microorganisms. Proc Natl Acad Sci U S A. 1998: 17;95:3140-3145. 
10 Parkhill J, Achtman M, James KD, Bentley SD, Churcher C et al. Complete DNA 
sequence of a serogroup A strain of Neisseria meningitidis Z2491. Nature. 2000; 404: 502-
506. 
11 Tettelin H, Saunders NJ, Heidelberg J, Jeffries AC, Nelson KE et al. Complete 
genome sequence of Neisseria meningitidis serogroup B strain MC58. Science. 2000; 287: 
1809-1815. 
12
Bentley SD, Vernikos GS, Snyder LA, Churcher C, Arrowsmith C et al. 
Meningococcal genetic 
variation mechanisms viewed through comparative analysis of serogroup C strain FAM18. 
PLoS Genet. 2007; 3: e23. 
13 Urwin R, Maiden MC. Multi-locus sequence typing: a tool for global epidemiology. 
Trends Microbiol. 2003;11:479-487. 
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tanto, esta técnica moi reproducíbel entre laboratorios, permite caracterizar 
o meningococo e determinar as liñaxes hiperinvasivas, existindo un 
depósito central de datos de MLST para N. meningitidis 
http://neisseria.org/mlst/. 
Considerando todas estas formas de tipado do meningococo propúxose 
unha nova nomenclatura modificada, que é a recomendada pola European 
Meningococcal Disease Society e indica serogrupo:tipo PorA (con prefixo 
P1):tipo FetA (con prefixo F):ST (cc);
 





2. Enfermidade meningocócica e epidemioloxía 
Neisseria meningitidis é un patóxeno exclusivo humano que pode 
producir diversos cadros clínicos, sendo os máis relevantes meninxite e 
sepse. Presenta unha distribución global, de incidencia cíclica con picos 
cada 5-8 anos, e afecta fundamentalmente a nenos e adolescentes, podendo 
presentar manifestacións clínicas fulminantes. O principal reservorio do 
meningococo son os portadores nasofarínxeos asintomáticos; a transmisión 
prodúcese por contacto directo con secrecións ou aerosois dos portadores. 
A nivel mundial prodúcense entre 500.000 e 1,2 millóns de infeccións polo 
meningococo e morren entre 50.000 e 135.000 persoas ao ano
14
. 
A enfermidade maniféstase nas primeiras semanas tras a infección 
nasofarínxea cunha cepa patóxena, 1-14 días. A meninxite meningocócica, 
infección no espazo subaracnoideo que implica as meninxes e o sistema 
nervioso central, preséntase con dor de cabeza, febre, petequias, rixidez de 
pescozo e alteracións do estado mental. A septicemia prodúcese con signos 
iniciais inespecíficos, febre e dor muscular; é difícil de diagnosticar antes 
                                                             
14 Chang Q, Tzeng YL, Stephens DS. Meningococcal disease: changes in epidemiology 
and prevention. Clin Epidemiol. 2012;4:237-245. 
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da aparición de erupción maculo-papular petequial e adoita ser fulminante, 
conducindo á morte en menos de 24 horas. A mortalidade global da doenza 
meningocócica invasiva é de aproximadamente o 11% dos individuos 
infectados
15
, mais alcanza até o 40% en casos de septicemia, e produce 
grandes secuelas, amputacións, xordeira e discapacidade neurolóxica nun 
11-19% dos pacientes superviventes
16
. 
O tratamento dos pacientes infectados realízase con cefalosporinas de 
terceira xeración (ceftriaxona ou cefotaxima), penicilina ou ampicilina ou 
como terapia alternativa cloranfenicol, fluorquinolonas ou meropenem
17
, e 
recoméndase quimioprofilaxe con rifampicina, ciprofloxacino, ceftriaxona 
ou azitromicina ás persoas en contacto próximo con doentes, a individuos 
especialmente vulnerábeis e para previr unha maior transmisión do 
patóxeno en situacións especiais. 
A primeira epidemia de meninxite foi descrita por Gaspar Vieussuex en 
Suíza no 1805
18
, mais non foi até 1887 cando o patólogo australiano Anton 
Wiechselbaum identificou o axente causal
19
. A enfermidade meningocócica 
presenta unha epidemioloxía complexa, aínda que, dos seis serogrupos 
patóxenos identificados, as cepas causantes da doenza pertencen a un 
número limitado de liñaxes hipervirulentas
20
. De forma xeral existe un 
predominio do serogrupo A en África e certas zonas de Asia, mentres que o 
                                                             
15 Goldacre MJ, Roberts SE, Yeates D. Case fatality rates for meningococcal disease in 
an English population, 1963-98: database study. BMJ. 2003. 13;327:596-597. 
16 Pace D, Pollard AJ. Meningococcal disease: clinical presentation and sequelae. 
Vaccine. 2012:30;30 Suppl 2:B3-9. 
17 Tunkel AR, Hartman BJ, Kaplan SL, Kaufman BA, Roos KL et al. Practice 
guidelines for the management of bacterial meningitis. Clin Infect Dis. 2004.1;39:1267-
1284. 
18
 Vieusseux G. Mémoire sur la maladie qui a régné a Genève au printemps de 1805. J 
Med Chir Pharm. 1805;11:163–182. 
19 Weichselbaum A. Ueber die aetiologie der akuten meningitis cerebro-spinalis 
epidemica. Fortschr Med 1887;5, 573–583, 620–626. 
20 Harrison LH, Trotter CL, Ramsay ME. Global epidemiology of meningococcal 
disease. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B51-63. 
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serogrupo B e o C dominan en moitas outras rexións (Figura 1). A 
introdución de vacinas nos últimos anos produciu certas mudanzas, 




Figura 1. Distribución global dos principais serogrupos do meningococo. As rexións en 
gris presentaron epidemias do serogrupo B no ano indicado. A zona mais escura 
corresponde á rexión coñecida como o “cinto africano da meninxite” (Imaxe modificada de 
Stephens DS. et al, 2007). 
 
O serogrupo A ten producido grandes epidemias cada 8-10 anos desde 
1905, especialmente na zona subsahariana coñecida como “cinto africano 
da meninxite” (marcada en escuro na figura 1), con taxas de incidencia que 
superan o 1%. As epidemias comezan na estación seca e rematan coa 
chegada das chuvias, con taxas de mortalidade de entre o 10-15%
21
. Nas 
últimas dúas décadas as principais epidemias nesta rexión débense aos 
                                                             
21 Greenwood B. Editorial: 100 years of epidemic meningitis in West Africa - has 
anything changed? Trop Med Int Health. 2006;11:773-780. 
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complexos ST-5 e ST-7
22
. A mediados dos 90 producíronse unha serie de 
epidemias en Sudán, Chad, Exipto, Kenia e Tanzania
23
 que se estenderon a 
Zambia e República Centroafricana. Mais desde 2001 as epidemias 
causadas polo serogrupo W, ST-11 tomaron protagonismo, sendo 
dominantes nos anos 2010 e 2011 especialmente en Nixeria
24
. Isto pódese 
deber á recente introdución dunha nova vacina conxugada fronte ao 
serogrupo A, MenAfricVac™25. 
Durante os últimos 50 anos este serogrupo tamén foi responsábel de 
numerosas epidemias en Asia, principalmente China, Mongolia, India e 
Nepal. Desde a última grande epidemia en China no 1984, produciuse un 
desprazamento na prevalencia cara ao serogrupo C, atribuído á introdución 
da vacina conxugada fronte ao serogrupo A
26
. En EEUU e Europa as 
epidemias polo serogrupo A ocorrían cunha periodicidade similar durante a 
primeira metade do século XX, desaparecendo após a Segunda Guerra 







 nos anos 70. 
                                                             
22 Caugant DA, Nicolas P. Molecular surveillance of meningococcal meningitis in Africa. 
Vaccine. 2007;25 Suppl 1:A8–A11. 
23 Bjorvatn B, Hassan-King M, Greenwood B, Haimanot RT, Fekade D et al. DNA 
fingerprinting in the epidemiology of African serogroup A Neisseria meningitidis. Scand J 
Infect Dis. 1992;24:323-332. 
24 Collard JM, Maman Z, Yacouba H, Djibo S, Nicolas P et al. Increase in Neisseria 
meningitidis serogroup W135, Niger, 2010. Emerg Infect Dis. 2010;16:1496-1498. 
25 Frasch CE, Preziosi MP, LaForce FM. Development of a group A meningococcal 
conjugate vaccine, MenAfriVac(TM). Hum Vaccin Immunother. 2012;8:715-724. 
26 Halperin SA, Bettinger JA, Greenwood B, Harrison LH, Jelfs J et al. The changing 
and dynamic epidemiology of meningococcal disease. Vaccine. 2012:30;30 Suppl 2:B26-
36. 
27 Counts GW, Gregory DF, Spearman JG, Lee BA, Filice GA et al. Group A 
meningococcal disease in the U.S. Pacific Northwest: epidemiology, clinical features, and 
effect of a vaccination control program. Rev Infect Dis. 1984;6:640-648. 
28 Peltola H, Mäkelä PH, ELO O, Pettay O, Renkonen OV et al. Vaccination against 
meningococcal group A disease in Finland 1974-75. Scand J Infect Dis. 1976; 8: 169-174. 
29 Achtman M, van der Ende A, Zhu P, Koroleva IS, Kusecek B et al. Molecular 
epidemiology of serogroup a meningitis in Moscow, 1969 to 1977. Emerg Infect Dis. 
2001; 7: 420-427. 
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O serogrupo B presenta unha maior diversidade de liñaxes responsábeis 
tanto de epidemias como de casos esporádicos, sendo o responsábel de até o 
90% dos casos en Europa e entre o 30-40% en EEUU. O 50% dos casos nos 
países industrializados prodúcense en menores de 2 anos. As epidemias 
comezan máis lentamente, con menores taxas de enfermidade, acostuman 
durar unha década ou máis e asócianse á aparición de cepas hipervirulentas. 
Entre os anos 60 e 70 produciuse un incremento da incidencia en Noruega e 
España causada polo cc ET-5/ST-32, que tamén produciu un brote en Cuba 
nos anos 80, que se estendeu a Brasil
30
 e nos 90 en Oregón, EEUU
31
. Nos 
80 o cc ST-41/44 emerxeu en Europa e nos anos 90 produciu unha 
epidemia en Nova Zelandia
32
.  
O serogrupo C é o responsábel do 30% dos casos en EEUU. Nos anos 80 
un brote do cc ET-37/ST-11 en Canadá estendeuse a nivel mundial
20
. Outra 
liñaxe hipervirulenta, ST-8, foi responsábel dun brote en España nos 90
33
, 
que tamén é o máis frecuente no Brasil. A introdución das vacinas 
conxugadas fronte a este serogrupo a finais dos 90 fixo descender á metade 
a incidencia desta enfermidade en Europa e provocou un descenso xeral en 
todo o mundo. 
Os demais serogrupos son responsábeis de aproximadamente o 10% dos 
casos de enfermidade meningocócica a nivel mundial. O serogrupo Y ten 
unha importante incidencia en EEUU, onde na segunda metade dos 90 
                                                             
30 Caugant DA, Frøholm LO, Bøvre K, Holten E, Frasch CE et al. Intercontinental 
spread of a genetically distinctive complex of clones of Neisseria meningitidis causing 
epidemic disease. Proc Natl Acad Sci U S A. 1986;83:4927-4931. 
31 Diermayer M, Hedberg K, Hoesly F, Fischer M, Perkins B et al. Epidemic serogroup 
B meningococcal disease in Oregon: the evolving epidemiology of the ET-5 strain. JAMA. 
1999;281:1493-1497. 
32 Baker MG, Martin DR, Kieft CE, Lennon D. A 10-year serogroup B meningococcal 
disease epidemic in New Zealand: descriptive epidemiology, 1991-2000. J Paediatr Child 
Health. 2001;37:S13-19. 
33 Berrón S, De La Fuente L, Martín E, Vázquez JA. Increasing incidence of 
meningococcal disease in Spain associated with a new variant of serogroup C. Eur J Clin 
Microbiol Infect Dis. 1998;17:85-89. 
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chegou a representar o 50% dos casos, e nos últimos anos está a emerxer en 
Europa nos países escandinavos
34
. Tamén se identificaron casos en 
Sudáfrica, Sudamérica e Israel, a maioría asociados aos cc ST-23 e ST-
167
14
. O serogrupo X (ST-181) causou brotes localizados en África, sendo 
raro noutras partes do mundo, e o serogrupo W (ST-11) emerxeu nas dúas 




En España a incidencia da enfermidade meningocócica, que se debe 
fundamentalmente aos serogrupos B e C, presentou unha tendencia 
descendente nos últimos anos. No período 2005/06 a taxa de incidencia foi 
de 1,39 casos por 100.000 habitantes fronte aos 0,79 por 100.000 habitantes 
do período 2011/12
36
. A taxa de incidencia máis elevada correspondeu aos 
menores de 4 anos, chegando ao 15,6 por 100.000 habitantes nos menores 
de 1 ano, e a letalidade global sitúase en torno ao 10%. O maior descenso 
observouse na poboación sometida a vacinación con vacinas conxugadas 
fronte ao serogrupo C (menores de 25 anos). Na actualidade o serogrupo B 
é o principal causante de enfermidade meningocócica en todas as CCAA; 
supuxo o 65,3% do total de casos confirmados, cunha taxa de incidencia de 
0,52 casos por 100.000 habitantes no 2011/12
36
. Os cambios observados na 
incidencia deste serogrupo non foron moi relevantes e o descenso 
probabelmente se deba ás mudanzas cíclicas que afectan a evolución da 
doenza e o descenso dos casos sospeitosos polo uso da PCR. 
                                                             
34 Bröker M, Bukovski S, Culic D, Jacobsson S, Koliou M et al. Meningococcal 
serogroup Y emergence in Europe: High importance in some European regions in 2012. 
Hum Vaccin Immunother. 2014;10(6). 
35 Aguilera JF, Perrocheau A, Meffre C, Hahné S. Outbreak of serogroup W135 
meningococcal disease after the Hajj pilgrimage, Europe, 2000. Emerg Infect Dis. 
2002;8:761-767.  
36 Garrido M, Cano R. Resultados de la vigilancia epidemiológica de las enfermedades 
transmisibles. Informe anual 2012. Madrid: Centro Nacional de Epidemiología; 2014. 
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En Galicia, entre o 2006 e o 2011, os casos oscilaron entre 28 e 38 cada 
ano, cunha taxa de incidencia en 2011/12 de 0,95 casos por 100.000 
habitantes, o que a sitúa entre as CCAA con maior incidencia. 
 
3. Interacción co hóspede  
As neisserias son comensais habituais da flora nasofarínxea humana que 
non afectan o hóspede e só en determinadas circunstancias producen 
patoloxía. O estado de portador nasofarínxeo asintomático de N. 
meningitidis é frecuente, ao redor dun 10% en períodos non epidémicos
37
, 
aínda que varía segundo o rango de idade, sendo menos frecuente en nenos 
menores de 4 anos, menos do 3%, aumentando progresivamente ao alcanzar 
a idade adulta, entre un 24-37%, e volvendo a diminuír na vellez
38
. A 
prevalencia do estado de portador pode incrementarse até o 18-35% durante 
as epidemias
39
. As cepas comensais adoitan ser non virulentas e estar 
desprovistas de cápsula. O estado de portador asóciase á adquisición de 
inmunidade sistémica poucas semanas despois da colonización, con 
produción de inmunoglobulinas A, G, e M
38
. A colonización con especies 
comensais do xénero Neisseria, como N. lactamica, tamén se asocia á 
adquisición de inmunidade fronte ao meningococo, dada a similitude de 
moitas das súas estruturas de superficie
40
.  
A susceptibilidade fronte á enfermidade meningocócica depende de 
moitos factores, derivados tanto do patóxeno como do ambiente e do 
                                                             
37 Cartwright KA, Stuart JM, Jones DM, Noah ND. The Stonehouse survey: 
nasopharyngeal carriage of meningococci and Neisseria lactamica. Epidemiol Infect. 
1987;99:591-601. 
38 Siamak P, Yazdankhah SP, Caugant DA. Neisseria meningitidis: an overview of the 
carriage state. J Med Microbiol. 2004;53:821-832. 
39 Trotter CL, Greenwood BM. Meningococcal carriage in the African meningitis belt. 
Lancet Infect Dis. 2007;7:797-803. 
40 Troncoso G, Sánchez S, Moreda M, Criado MT, Ferreirós CM. Antigenic cross-
reactivity between outer membrane proteins of Neisseria meningitidis and commensal 
Neisseria species. FEMS Immunol Med Microbiol. 2000;27:103-109. 
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hóspede e o seu estado inmunolóxíco. Os individuos con mutacións no xene 
da manosa de unión a lectinas posúen un maior risco de enfermidade, mais 
son menos propensos á recorrencia, mentres que deficiencias nos 
compoñentes finais do sistema do complemento ou deficiencias de 
properdina favorecen as infeccións recorrentes
41
. Diferentes estados de 
inmunodeficiencia, como a infección por VIH, infeccións respiratorias, 
factores ambientais como o clima, amoreamento, fumadores pasivos etc., 
tamén se asocian a un maior risco de enfermidade meningocócica. 
 
3.1. Interaccións co epitelio: colonización e produción de 
enfermidade 
O primeiro paso é a colonización da nasofarinxe por adhesión ao epitelio 
columnar non ciliado mediante a interacción do pili tipo IV (Tfp) cos 
receptores CD46
42
 (cofactor proteico de membrana externa presente en 
todas as células humanas agás nos linfocitos) e outras estruturas celulares. 
O pili está constituído por unha serie de polipéptidos ensamblados 
denominados pilinas, sendo en N. meningitidis o máis importante o piliE. A 
súa interacción coas células epiteliais desencadea unha complexa resposta 
mediada por correntes de Ca
+2
, que produce acumulación de fosfotirosina, 
actina, erzina e diferentes glicoproteínas. Os pili están implicados na 
formación de microcolonias bacterianas e de biofilm, e poden sufrir 
glicosilación por modificación postraducional, que facilita a liberación das 
bacterias das microcolonias permitindo unha maior diseminación
43
. Após 
esta interacción inicial prodúcese unha redución na expresión do 
                                                             
41 Pathan N, Faust SN, Levin M. Pathophysiology of meningococcal meningitis and 
septicaemia. Arch Dis Child. 2003;88:601-607. 
42 Källström H, Liszewski MK, Atkinson JP, Jonsson AB. Membrane cofactor protein 
(MCP or CD46) is a cellular pilus receptor for pathogenic Neisseria. Mol Microbiol. 
1997;25:639-647. 
43 Trivedi K, Tang CM, Exley RM .Mechanisms of meningococcal colonisation. Trends 
Microbiol. 2011;19:456-463. 
Introdución 




 que permite unha adherencia máis íntima do pili IV. 
A adherencia mantense grazas á participación doutras moléculas como o 
LPS, as proteínas Opa, que interaccionan cos receptores CEACAMs como 
CD66e, e as proteínas Opc, que interaccionan con diferentes compoñentes 
das células epiteliais. Existen outras proteínas que tamén interveñen no 
proceso de adhesión ao epitelio como NhhA (Neisseria hia homolog A), 
App (Adhesion and penetration protein), MspA (Meningococcal serine 
protease A), NadA (neisserial adhesin A), sistema HrpA/HrpB 
(haemagglutin/haemolysin-related proteins) e NspA, cuxa participación 
aínda non está de todo clara
45
. 
A adhesión das bacterias á superficie das células epiteliais promove a 
formación local de protuberancias similares a microvelosidades, que rodean 
as bacterias permitindo a súa internalización en vacuolas e transcitose, co 
que se inicia a invasión do epitelio
46
. 
Aínda que o comportamento intracelular de N. meningitidis é pouco 
coñecido, sábese que atravesa as células epiteliais no interior de vacuolas 
fagocíticas. A supervivencia intracelular do meningococo relaciónase coa 
porina PorB que atravesa a membrana celular e impide a maduración do 
fagosoma, e coa produción de proteasas IgA1 que degrada diferentes 
compoñentes do lisosoma Lamp1 e 2 e IgA, a inmunoglobulina 
predominante nas secrecións
47
. Após a translocación desde a nasofarinxe un 
pequeno número de bacterias acada o torrente sanguíneo e un número aínda 
                                                             
44 Deghmane AE, Giorgini D, Larribe M, Alonso JM, Taha MK .Down-regulation of 
pili and capsule of Neisseria meningitidis upon contact with epithelial cells is mediated by 
CrgA regulatory protein. Mol Microbiol. 2002;43:1555-1564. 
45 Carbonnelle E, Hill DJ, Morand P, Griffiths NJ, Bourdoulous S et al. 
Meningococcal interactions with the host. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B78-89. 
46 Eugène E1, Hoffmann I, Pujol C, Couraud PO, Bourdoulous S et al. Microvilli-like 
structures are associated with the internalization of virulent capsulated Neisseria 
meningitidis into vascular endothelial cells.J Cell Sci. 2002;115:1231-1241. 
47 Merz AJ, So M. Interactions of pathogenic neisseriae with epithelial cell membranes. 
Annu Rev Cell Dev Biol. 2000;16:423-457. 
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máis pequeno sobrevive á resposta inmune innata. Os procesos de 
colonización, proliferación e translocación dos vasos sanguíneos pequenos, 
polos que Neisseria ten preferencia, son moi similares aos do epitelio 
nasofarínxeo
48
. A través deles pode acadar o sistema nervioso central 
atravesando a barreira hematoencefálica polos mesmos mecanismos e 
posibelmente a través do plexo coroideo dos ventrículos laterais, afectando 
as unións intercelulares por diversos mecanismos
49
. O fluído cerebrospiñal 
é un medio rico e desprovisto de moitos compoñentes do sistema inmune, 
sendo un contorno favorábel para a proliferación bacteriana, que produce 
un crecemento non restrinxido e a inflamación masiva do cerebro. 
 
3.2. Factores de virulencia e mecanismos de evasión da 
resposta inmune 
O polisacárido capsular xoga un papel crucial na evasión da resposta 
inmune e en xeral na protección do meningococo aos factores externos e á 
desecación, orixinando unha resposta inmune protectiva. A cápsula está 
presente nos illados de practicamente a totalidade dos pacientes, o que 
demostra a súa grande importancia na virulencia
50
, ao sendo as cepas sen 
cápsula altamente susceptíbeis á acción do complemento. O polisacárido 
capsular inhibe a vía clásica do sistema do complemento impedindo a 
acción de C1q e C4b
51
 e o ácido siálico, presente na cápsula dos serogrupos 
B, C, W e Y e reduce a acción da vía alternativa do sistema do 
complemento e da vía das lectinas ao protexer os azucres neutros 
                                                             
48 Melican K, Dumenil G. Vascular colonization by Neisseria meningitidis. Curr Opin 
Microbiol. 2012;15:50-56. 
49 Coureuil M, Mikaty G, Miller F, Lécuyer H, Bernard C et al. Meningococcal type IV 
pili recruit the polarity complex to cross the brain endothelium. Science. 2009;325:83-87. 
50 van Deuren M, Brandtzaeg P, van der Meer JW. Update on meningococcal disease 
with emphasis on pathogenesis and clinical management. Clin Microbiol Rev. 
2000;13:144-166. 
51 Agarwal S, Vasudhev S, DeOliveira RB, Ram S. Inhibition of the classical pathway of 
complement by meningococcal capsular polysaccharides. J Immunol. 2014;193:1855-1863. 
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recoñecidos pola lectina de unión a manosas
52
. O LOS tamén confire 
resistencia á acción do sistema do complemento; un 80% das cepas 
invasivas do serogrupo B e C posúen os inmunotipos L3, L7 ou L9, o que o 
converte nun interesante antíxeno vacinal. 
A proteína fHbp (factor H binding protein) do meningococo pode unir o 
fH, regulador negativo do soro do sistema do complemento, favorecendo a 
desactivación da vía alternativa e a degradación de C3b polo factor I, 
diminuíndo tamén a acción da vía clásica e permitindo a supervivencia da 
bacteria á acción bactericida do complemento
53
. 
Ademais dos factores de virulencia xa mencionados, como o polisacárido 
capsular, a proteasa IgA1, os pili e as OMPs, N. meningitidis produce 
endotoxinas que libera en grandes cantidades o sangue no interior das 
OMVs e que ademais actúan dispersando a resposta inmune. As 
endotoxinas únense a proteínas do plasma chamadas proteínas de unión a 
endotoxinas, alterando a súa composición e promovendo a activación dos 
macrófagos e outras células inflamatorias. Isto produce unha reposta 
inflamatoria mediada por citoquinas
41
 e pola vía alternativa do 
complemento. 
N. meningitidis emprega ademais unha grande cantidade de estratexias 
para conseguir unha elevada variabilidade antixénica, o que favorece a 
evasión da resposta inmune e supón un importante obstáculo no 
desenvolvemento de vacinas. A transferencia horizontal de xenes permítelle 
adquirir grandes secuencias de ADN e está implicada en procesos como o 
capsular switching ou como cambios antixénicos de OMP do tipo da PorA, 
PorB e FetA. Outros mecanismos implicados son a conversión xénica, que 
                                                             
52 Ram S, Lewis LA, Rice PA. Infections of people with complement deficiencies and 
patients who have undergone splenectomy. Clin Microbiol Rev. 2010;23:740-780. 
53 Schneider MC, Exley RM, Chan H, Feavers I, Kang YH et al. Functional 
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é unha recombinación autóloga que non require ADN exóxeno, a variación 




O capsular switching é o mecanismo mediante o cal a bacteria pode 
mudar o seu fenotipo capsular orixinando un cambio de serogrupo. Un 
brote do meningococo pode iniciarse ou manterse por este mecanismo, 
permitindo a evasión da resposta inmune fronte ao serogrupo orixinal
54
, o 
que ten importantes implicacións no desenvolvemento das actuais vacinas 
baseadas no polisacárido capsular. A variación de fase, alta frecuencia de 
switching on/off da expresión xénica que afecta o fenotipo de por exemplo 
OMPs, está frecuentemente mediada pola mutación de repetición en tándem 
de secuencias únicas de ADN ou por mutacións en rexións promotoras de 




3.3. Resposta inmune fronte ao meningococo 
A resposta inmune fronte ao meningococo prodúcese a diferentes niveis, 
desde a mucosa nasofarínxea, até unha resposta sistémica que implica tanto 
a resposta inmune humoral como celular. Após a invasión do sangue polo 
meningococo, tres vías principais que interaccionan unhas con outras 
actívanse concatenadamente: a resposta inflamatoria, o sistema do 
complemento e a vía da coagulación e o fibrinóxeno. 
O primeiro paso é a interacción dos antíxenos da superficie bacteriana 
con receptores específicos dos linfocitos. Os linfocitos diferenciaranse a 
células efectoras, capaces de eliminar ao microorganismo, ou a células 
                                                             
54 Castiñeiras TM, Barroso DE, Marsh JW, Tulenko MM, Krauland MG et al. 
Capsular switching in invasive Neisseria meningitidis, Brazil(1). Emerg Infect Dis. 
2012;18:1336-1338. 
55 Srikhanta YN, Dowideit SJ, Edwards JL, Falsetta ML, Wu HJ et al. Phasevarions 
mediate random switching of gene expression in pathogenic Neisseria. PLoS Pathog. 
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produtoras de anticorpos que dispararán a fagocitose polos neutrófilos e 
fagocitos mononucleares e a activación do complemento o que conduce á 
eliminación do meningococo. Os anticorpos e o sistema do complemento 
son os principais responsábeis da resposta inmune fronte ao meningococo. 
Cando existen cantidades adecuadas de anticorpos bactericidas ou 
opsónicos, os meningococos son eliminados pola acción combinada dos 
anticorpos e o sistema do complemento. Un sistema do complemento 
intacto é crucial para a adecuada protección do hóspede fronte á 
enfermidade meningocócica invasiva. 
 
3.3.1. Resposta inmune humoral 
A importancia dos anticorpos na resposta inmune fronte ao meningococo 
maniféstase na existencia dunha relación inversa entre o título de anticorpos 
bactericidas fronte ao meningococo e a incidencia da doenza en función da 
idade, que se nota, por exemplo, no aumento do risco de enfermidade nos 
lactantes e nenos de curta idade tras a desaparición dos anticorpos 
maternos
56
. Esta importancia tamén se revela na eficacia da terapia con soro 
antes da introdución dos tratamentos antibióticos. A terapia con soro de 
cabalo, empregada a principios do século XX, reduciu a mortalidade entre 
un 13 e un 30%, dependendo da rapidez na instauración do tratamento. 
Os anticorpos diríxense contra os principais antíxenos da superficie do 
meningococo, polisacárido capsular, LPS, pili, e as principais OMPs, polo 
que estes son os antíxenos empregados no deseño de vacinas. Tras sufrir 
unha infección meningocócica tense observado o aumento dos títulos de 
IgA, IgM e IgG. O estudo de soros de pacientes e de voluntarios após a 
inmunización con vacinas baseadas en OMVs no caso do serogrupo B 
                                                             
56 Pollard AJ, Frasch C. Development of natural immunity to Neisseria meningitidis. 
Vaccine. 2001;19:1327-1346. 
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demostrou un predominio das subclases IgG1 e IgG3, que se correlaciona 




O sistema do complememto está constituído por unha serie de 
glucoproteínas plasmáticas termolábiles, moitas delas con actividade 
encimática, que se activan secuencialmente nunha cascada de reaccións 
proteolíticas. Existen tres vías coñecidas de activación do sistema do 
complemento: a vía clásica, activada pola unión antíxeno anticorpo, a vía 
alternativa e a vía das lectinas (Figura 2). As súas funcións son potenciaren 
a resposta inflamatoria, facilitaren a fagocitose e dirixiren a lise celular. 
Algúns dos compoñentes xerados únense ao microorganismo opsonizándoo 
para o seu recoñecemento polos fagocitos e outros compoñentes actúan 
como factores quimiotácticos recrutando e activando fagocitos e 
desencadeando a resposta inflamatoria e unha resposta vascular. As tres 
rutas de activación do complemento converxen na formación do encima C3 
convertasa, que rompe a proteína C3, producindo o compoñente activo C3b, 
axente central da cascada, a partir do que se activan os compoñentes tardíos 
do complemento, efectores da lise bacteriana. 
A vía clásica, que se clasifica dentro da inmunidade específica, actívase 
pola unión de anticorpos dos isotipos IgM > IgG3 > IgG1 > IgG2 aos 
antíxenos, o que produce un cambio conformacional na rexión Fc que 
activa o primeiro compoñente da cascada C1q. Tamén se pode activar 
cando membros da familia das pentraxinas se unen á superficie bacteriana e 
ligan C1q. A vía clásica é a vía central de activación do complemento e as 
                                                             
57 Naess LM, Aarvak T, Aase A, Oftung F, Høiby EA et al. Human IgG subclass 
responses in relation to serum bactericidal and opsonic activities after immunization with 
three doses of the Norwegian serogroup B meningococcal outer membrane vesicle vaccine. 
Vaccine. 1999;17:754-7564. 
58 Sjursen H, Wedege E, Rosenqvist E, Naess A, Halstensen A et al. IgG subclass 
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outras dúas constitúen un bucle de amplificación que se inicia 
independentemente dos anticorpos, como parte da inmunidade innata. 
A vía alternativa proporciona protección antes do desenvolvemento da 
resposta inmune específica ao ser capaz de autoactivarse, por un 
mecanismo coñecido como “tickover de C3” pola interacción de estruturas 
da superficie microbiana co compoñente C3b e os factores B e D. Se C3b 
non atopa algunha molécula activadora, interaccionará cunha molécula de 
auga, permanecendo inactivado en solución. A properdina estabiliza a 
convertasa C3 desta vía e é o único regulador positivo do sistema do 
complemento.  
A vía das lectinas actívase cando a lectina de unión á manosa (mannan-
binding lectin, MBL) se une a residuos de azucres da superficie bacteriana. 
O complexo MBL-polisacárido é similar aos complexos de C1 da vía 
clásica e mediante a asociación a serina-proteasas (MASP-1 e MASP-2) 
rompe os complexos C4, C2 e C3, formando as convertasas C3, C4b2b e 
C4b2b3b, comúns á vía clásica.  
Unha vez activado o compoñente C3b, as tres vías conducen á formación 
da convertasa C5 e do complexo de ataque á membrana (MAC) formado 
pola unión dos compoñentes finais do complemento (C5-9). O MAC, 
altamente lipofílico, insírese nas membranas bacterianas formando poros 
transmembrana e provocando a lise celular. Os fragmentos C3a e C5a, 
liberados durante a activación do complemento, constitúen un potentísimo 
promotor das funcións dos fagocitos e da inflamación. 
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Figura 2. Esquema que representa a acción da cascada do sistema do complemento que 
conduce á formación do MAC (complexo de ataque á membrana) e lise celular.  
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3.3.1.1. Deficiencias no sistema inmune humoral 
relacionadas con infección meningocócica 
Dado o importante papel da resposta inmune humoral na defensa fronte 
ao meningococo, non é de estrañar que as deficiencias neste sistema estean 
asociadas a un maior risco de infección meningocócica ou á recorrencia das 
infeccións. Isto é especialmente notábel no caso do sistema do 
complemento, aínda que tamén se demostrou que os individuos con 




As alteracións no sistema do complemento son numerosas e complexas, e 
poden clasificarse en deficiencias adquiridas ou conxénitas. Os individuos 
con defectos adquiridos secundarios ao consumo dos factores do 
complemento ou a deficiencias na súa síntese teñen un risco máis alto de 
desenvolveren enfermidade meningocócica invasiva
52
. Entre as deficiencias 
conxénitas do sistema do complemento as alteracións dos compoñentes 
iniciais da vía clásica, C1q, C2 e C4, non son moi frecuentes, aínda que 
producen un incremento da incidencia da enfermidade. O compoñente C3, 
en que conflúen as tres vías de activación, posúe un papel central e a súa 
deficiencia compromete a adecuada opsonización e fagocitose das 
bacterias, resultando, polo tanto, nunha maior susceptibilidade ao 
meningococo e a outras infeccións bacterianas
60
. 
Unha das inmunodeficiencias hereditarias máis comúns é a deficiencia da 
MBL, asociada á predisposición a un amplo rango de infeccións 
bacterianas. Existen tres variantes alélicas de MBL, cuxa mutación produce 
unha forma inestábel de MBL, diminuíndo a súa concentración no soro até 
                                                             
59 Salit IE. Meningococcemia caused by serogroup W135. Association with 
hypogammaglobulinemia. Arch Intern Med. 1981;141:664-665. 
60 Emonts M, Hazelzet JA, de Groot R, Hermans PW. Host genetic determinants of 
Neisseria meningitidis infections. Lancet Infect Dis. 2003;3:565-577. 
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un 1-10% do nivel normal, o que se asocia a un incremento da 
susceptibilidade á infección meningocócica en nenos e nenas
61
. 
Outra importante alteración do sistema inmune é a deficiencia de 
properdina, ou factor P, regulador positivo que estabiliza a convertasa de 
C3. Existen tres variantes de deficiencia de properdina e todas producen un 
aumento da susceptibilidade ao meningococo. Ao redor do 50% dos 
deficientes en properdina sofren enfermidade meningocócica invasiva con 
alta mortalidade e baixa recorrencia
52
. 
Unha das alteracións máis importantes é a deficiencia nos compoñentes 
finais do complemento (C5-9), que impide a correcta formación do MAC 
aumentando a susceptibilidade á infección por diversas bacterias Gram-
negativas. Esta deficiencia adoita afectar os diferentes compoñentes do 
MAC e os estudos existentes son moi numerosos
62,63,64
. En xeral, a metade 
dos pacientes con deficiencias nos compoñentes finais do sistema do 
complemento desenvolven doenza meningocócica e a metade destes terán 
infeccións recorrentes
56
. Polo tanto, esta deficiencia asóciase con 
enfermidade de baixa severidade, con baixa mortalidade e alta recorrencia. 
O factor H (fH) é un regulador negativo da vía alternativa, polo que niveis 
elevados en soro reducen a activación da vía alternativa aumentando a 
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Association between familial deficiency of mannose-binding lectin and mutations in the 
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susceptibilidade á infección meningocócica
65
. Outra inmunodeficiencia que 




3.3.2. Resposta inmune celular 
Aínda que o papel da resposta inmune celular fronte ao meningococo non 
ten sido moi estudado, sábese da grande importancia da activación das 
células do sistema inmune innato no desenvolvemento dunha inmunidade 
humoral protectiva. Na nasofarinxe humana existen moitos tipos de células 
do sistema inmune innato, sendo as células dendríticas e os macrófagos as 
que teñen un papel central ao uniren a resposta innata e adaptativa. Após 
cruzaren a barreira nasofarínxea, os granulocitos nucleófilos, ou células 
polimorfonucleares, son as principais células da resposta inmune, o que se 
confirma pola súa elevada concentración no fluído cerebroespiñal
66
. 
As células dendríticas na súa forma inmadura teñen unha función 
centinela: a detección e fagocitose de potenciais patóxenos. Os 
microorganismos inducen un proceso de maduración, o que conduce ao 
aumento da expresión de moléculas do complexo maior de 
histocompatibilidade II (MCH) e unha forte produción de citoquinas 
proinflamatorias (TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8), provocando inflamación local 
e actuando como eficaces estimuladores de linfocitos B e T
67
. Os 
macrófagos posúen funcións similares ao faceren os microorganismos 
accesíbeis para o recoñecemento polo sistema inmune adaptativo, pola 
presentación mediada polo MHC. A fagocitose de N. meningitidis polas 
células dendríticas é inhibida pola sinalización do LOS e a expresión da 
                                                             
65 Haralambous E, Dolly SO, Hibberd ML, Litt DJ, Udalova IA et al. Factor H, a 
regulator of complement activity, is a major determinant of meningococcal disease 
susceptibility in UK Caucasian patients. Scand J Infect Dis. 2006;38:764-771. 
66 Schmitt C, Villwock A, Kurzai O. Recognition of meningococcal molecular patterns 
by innate immune receptors. Int J Med Microbiol. 2009;299:9-20. 
67 Banchereau J, Steinman RM. Dendritic cells and the control of immunity. Nature. 
1998;392:245-252. 
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cápsula nos serogrupos A, B e C
68
. A interacción co meningococo 
prodúcese fundamentalmente a través dos Toll-Like receptors (TLR): 
TLR2, que recoñece lipoproteínas e ácidos lipoteicoicos, TLR4, que 
interacciona co LPS, e TLR9, que recoñece residuos CpG non metilados do 
ADN. 
Os neutrófilos presentan un papel central na resposta inmune celular 
fronte ao meningococo. A súa migración ao lugar de infección é activada 
por factores quimiotácticos de forma temperá, producindo a súa activación 
e a fagocitose do meningococo por vía opsónica e non opsónica. A 
fagocitose opsónica débese á interacción vía receptores Fc-gamma, 
fundamentalmente FcγRII e FcγRIII, e vía receptores do sistema do 
complemento como CR3, e a fagocitose non opsónica por unión dos 
receptores CEACAM á proteína Opa
66
. As porinas meningocócicas inhiben 
a resposta dos neutrófilos aos quimioatraentes e a súa degranulación, e 
impiden a regulación da expresión dos receptores Fc e dos receptores do 
complemento inhibindo a captación do meningococo polos neutrófilos
69
 e 
tamén interfiren o metabolismo oxidativo dos fagocitos
70
. 
Os linfocitos T e B son os responsábeis da resposta inmune específica. O 
polisacárido capsular activa os linfocitos B por unión dos anticorpos de 
superficie e do LPS e as porinas producen un sinal secundario para a súa 
                                                             
68 Unkmeir A, Kämmerer U, Stade A, Hübner C, Haller S et al. Lipooligosaccharide 
and polysaccharide capsule: virulence factors of Neisseria meningitidis that determine 
meningococcal interaction with human dendritic cells. Infect Immun. 2002;70:2454-2462. 
69 Bjerknes R, Guttormsen HK, Solberg CO, Wetzler LM. Neisserial porins inhibit 
human neutrophil actin polymerization, degranulation, opsonin receptor expression, and 
phagocytosis but prime the neutrophils to increase their oxidative burst. Infect Immun. 
1995;63:160-167. 
70 DR, Günther D, Pandit J, Rudel T, Brandt E, Meyer TF. Neisseria gonorrhoeae 
porin modifies the oxidative burst of human professional phagocytes. Infect Immun. 
2000;68:6215-6222. 
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. O polisacárido capsular considérase un antíxeno T-
independente, aínda que existen evidencias da xeración de células T 
colaboradoras (Th) en resposta ao polisacárido do serogrupo A en ratos
72
. 
Porén, en xeral, non induce a formación de células B de memoria, 
producindo unha diminución do reservorio xa existente, mais a 
conxugación a un transportador proteico si induce a unha resposta T-
dependente, producindo a diferenciación das células Th que estimulan 
células B produtoras de anticorpos e de memoria
73
. No entanto, a 
protección a longo prazo fronte a bacterias encapsuladas como o 
meningococo, parece depender da persistencia dos anticorpos e en menor 




4. Vacinas fronte ao meningococo 
A pesar dos grandes avances no desenvolvemento de vacinas fronte ao 
meningococo realizado nas últimas décadas, na actualidade aínda non existe 
unha vacina universal efectiva fronte a todos os serogrupos responsábeis de 
infección meningocócica, debido á grande variedade de mecanismos de 
evasión da resposta inmune e variabilidade antixénica, comentados 
anteriormente, que posúe este microorganismo. Como xa se indicou, son 
seis os serogrupos responsábeis da enfermidade (A, B, C, W, X e Y). Agás 
no caso do serogrupo B, o polisacárido capsular é o principal antíxeno das 
actuais vacinas aprobadas. As diferentes estratexias empregadas permitiron 
                                                             
71 Snapper CM, Rosas FR, Kehry MR, Mond JJ, Wetzler LM. Neisserial porins may 
provide critical second signals to polysaccharide-activated murine B cells for induction of 
immunoglobulin secretion. Infect Immun. 1997;65:3203-3208. 
72 Muller E, Apicella MA. T-cell modulation of the murine antibody response to Neisseria 
meningitidis group A capsular polysaccharide. Infect Immun. 1988;56:259-266. 
73 Granoff DM, Pollard AJ. Reconsideration of the use of meningococcal polysaccharide 
vaccine. Pediatr Infect Dis J. 2007;26:716-722.  
74 Blanchard-Rohner G, Pollard AJ. Long-term protection after immunization with 
protein-polysaccharide conjugate vaccines in infancy. Expert Rev Vaccines. 2011;10:673-
684. 
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a obtención de vacinas con boa eficacia, sendo o mais problemático o 
serogrupo B, cuxas vacinas seguen a presentar grandes limitacións. 
A principios do século XX introducíronse as primeiras vacinas fronte ao 
meningococo, constituídas por bacterias mortas, mais, debido ao pouco 
control dos estudos clínicos e ás inaceptábeis reaccións que producían, a 
súa eficacia foi cuestionada e non se continuou con este enfoque
75
. Os 
primeiros estudos empregando polisacárido capsular tampouco foron 
satisfactorios debido a que as técnicas de purificación levaban á obtención 
de oligosacáridos de baixa masa molecular
76
. Nos anos 60, a purificación de 
polisacárido de masa molecular media-alta levou á preparación de vacinas 
fronte aos serogrupo A e C que foron seguras, ben toleradas e eficaces
77,78
. 
Posteriormente, ante a emerxencia doutros serogrupos, desenvolvéronse 
vacinas trivalentes A/C/W e tetravalentes A/C/W/Y (Táboa 1). No entanto, 
estas vacinas posúen unha serie de inconvenientes: son pouco 
inmunoxénicas en nenos menores de dous anos (un dos principais grupos de 
risco), producen unha protección de curta duración, perda da memoria 
inmunolóxica, pouco impacto nos portadores nasofarínxeos e a produción 
de hiporresposta tras doses repetidas
79,80,81
. O polisacárido capsular é un 
                                                             
75 Underwood EA. Recent Knowledge of the Incidence and Control of Cerebrospinal 
Fever. Br Med J. 1940;1:757-763. 
76 Kabat EA, Kaiser H, Sikorski H. Preparation of the type specific polysaccharide of the 
type I meningococcus and a study of its effectiveness as an antigen in human beings. J Exp 
Med. 1944;80:299-307. 
77 Gotschlich EC, Liu TY, Artenstein MS. Human immunity to the meningococcus. III. 
Preparation and immunochemical properties of the group A, group B and group C 
meningococcal polysaccharides. J Exp Med. 1969;129:1349–1365. 
78 Gotschlich EC, Goldschneider I, Artenstein MS. Human immunity to the 
meningococcus IV. Immunogenicity of group A and group C meningococcal 
polysaccharides. J Exp Med. 1969;129:1367–1384. 
79 Zahlanie YC, Hammadi MM, Ghanem ST, Dbaibo GS. Review of meningococcal 
vaccines with updates on immunization in adults. Hum Vaccin Immunother. 2014;10:995-
1007. 
80 Al-Mazrou Y, Khalil M, Borrow R, Balmer P, Bramwell J et al. Serologic responses 
to ACYW135 polysaccharide meningococcal vaccine in Saudi children under 5 years of 
age. Infect Immun. 2005;73:2932-2939. 
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, o que xustifica a baixa inmunidade en nenos, e 
a incapacidade de xerar memoria inmunolóxica a longo prazo. 
As vacinas conxugadas fronte a Haemopmophilus influenzae tipo b e 
Streptococcus pneumoniae demostraron que a conxugación do polisacárido 
capsular a un transportador proteico permite a produción dunha resposta T-
dependente
83
. A utilización desta estratexia levou, a finais dos anos 90, a 
introdución das vacinas conxugados fronte ao meningococo do serogrupo 
C
84
, e posteriormente fronte aos serogrupos A, W e Y. O toxoide tetánico, o 
toxoide diftérico e o seu mutante non tóxico CRM
197
 empréganse como 
proteínas transportadoras na elaboración de vacinas monovalentes, 
bivalentes e tetravalentes fronte a estes serogrupos (Táboa 1), obtendo 





                                                                                                                                                          
81 MacDonald NE, Halperin SA, Law BJ, Forrest B, Danzig LE et al. Induction of 
immunologic memory by conjugated vs plain meningococcal C polysaccharide vaccine in 
toddlers: a randomized controlled trial. JAMA. 1998;280:1685-1689. 
82 Kelly DF, Snape MD, Clutterbuck EA, Green S, Snowden C et al. CRM197-
conjugated serogroup C meningococcal capsular polysaccharide, but not the native 
polysaccharide, induces persistent antigen-specific memory B cells. Blood. 
2006;108:2642-2647. 
83 Robbins JB, Schneerson R, Anderson P, Smith DH. The 1996 Albert Lasker Medical 
Research Awards. Prevention of systemic infections, especially meningitis, caused by 
Haemophilus influenzae type b. Impact on public health and implications for other 
polysaccharide-based vaccines. JAMA. 1996; 276: 1181-1185. 
84 Miller E, Salisbury D, Ramsay M. Planning, registration, and implementation of an 
immunisation campaign against meningococcal serogroup C disease in the UK: a success 
story. Vaccine. 2001;20 Suppl 1:S58-67. 
85 Hedari CP, Khinkarly RW, Dbaibo GS. Meningococcal serogroups A, C, W-135, and 
Y tetanus toxoid conjugate vaccine: a new conjugate vaccine against invasive 
meningococcal disease. Infect Drug Resist. 2014;7:85-99. 
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Táboa 1. Vacinas dispoñíbeis e en desenvolvemento fronte aos serogrupos A, C, Y, X e W 
de N. meningitidis. As referencias desta táboa móstranse na páxina 259. 
Vacinas Polisacarídicas 
 Vacina Antíxenos Serogrupos Dispoñibilidade 
 
Mengivac A+C ® 
Sanofi-Pasteur MSD 
PS A e C A, C 





PS A e C A, C 




Instituto Finlay e Bio-Manguinhos 
PS A e C A, C 
Vacina de baixo custo. 







PS A. C. e W A, C e W 
Empregada desde 2003 





PS A, C, Y e W A, C, Y e W 






PS A, C, Y e W A, C, Y e W 
Dirixida aos peregrinos a 
A Meca. 




PS C conxugado a 
CRM197 
C  
Utilizada desde 1999 en 





PS C conxugado a 
CRM197 
C 




Baxter Healthcare Limited 
PS  C conxugado a 
TT 
C 





PS C conxugado A 
PRP- CRM197 
C 
Autorizada en España en 











Serum Institute of India Ltd. 




Dirixida a África. 




PS A, C, Y e  W 
conxugado a TD 
A, C, Y e W 
Aprobada en 2005 para 
USA e Canadá. Uso 






Novartis vaccines and diagnostic 
S.R.L. 
PS A, C, Y e W 
conxugado a CRM197 
A, C, Y e W 









PS A, C, Y e  W 
conxugado a TT  
A, C, Y e W 
Aprobada na UE en 2012 






PS Hib e PS C 
conxugado  a TT 
C 
Autorizada en España en 







PS Hib e PS C e Y 
conxugado a TT 
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Continuación táboa 1 
 Vacina Antíxenos Serogrupos Dispoñibilidade 
Novas vacinas    
 
Vacina OMVs bivalente 
Instituto Finlay e NIPH 
OMVs serogrupo A e 
W 
A e W 
Fase I. Dirixida a 
África. 
 
Vacina pentavalente A/C/Y/W/X 
Serum Institute of India, Ltd e PATH 
PS A, C, Y, V, X 
conxugados a TT ou 
CRM 
A, C, Y, W e X 
Estudos preclínicos, 





Novartis vaccines and diagnostic 
S.R.L 
Menveo (PS A, C, Y e 
W conxugado a CRM197) 
e Bexsero (4CMenB) 




Vacina OMVs trivalente 
Instituto Finlay e NIPH 
OMVs A e W e OMVs 
X ou PS X 




Vacina Men X 
Novartis vaccines and diagnostic 
S.R.L 




*Patrocinado pola Organización Mundial da Saude (OMS), financiado por Bill & Mellinda Gates Fundation, 
supervisado por Program for Appropiate Technology in Health (PATH)  
 
En 2001 iniciouse o Meningitis Vaccine Project, unha asociación da 
WHO e do Program for Appropriate Technology in Health (PATH), para o 
desenvolvemento dunha vacina conxugada de baixo custo para eliminar as 
epidemias de meninxite A en África. A vacina MenAfric foi autorizada en 
2010 con moi bos resultados tras a súa introdución
25
 e en xaneiro de 2015 
recibiu a aprobación da WHO para a súa utilización en programas de 
vacinación sistemáticos. Esta rexión segue a supor un gran reto na 
prevención da meninxite debido ás grandes restricións económicas e á 
necesidade de obter vacinas estábeis a altas temperaturas. Na actualidade a 
emerxencia do serogrupo X en África impulsou o desenvolvemento dunha 
vacina conxugada tamén fronte a este serogrupo, que se atopa en ensaios 
preclínicos
86
, e da súa incorporación en vacinas trivalentes A/W/X e 
pentavalentes A/C/Y/W/X. 
A obtención de vacinas polisacarídicas non foi posíbel no caso do 
serogrupo B. O seu polisacárido capsular, constituído por ácido α- 2,8 N-
                                                             
86 Micoli F, Romano MR, Tontini M, Cappelletti E, Gavini M, et al. Development of a 
glycoconjugate vaccine to prevent meningitis in Africa caused by meningococcal 
serogroup X. Proc Natl Acad Sci U S A. 2013;110:19077-19082. 
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acetilneuramínico, é pouco inmunoxénico e posúe unha estrutura similar a 
glicopéptidos de tecidos humanos como a molécula de adhesión NCAM de 
células do sistema nervioso
87
, polo que pode producir unha resposta 
autoinmune, o que imposibilitou a súa utilización como antíxeno vacinal. 
A introdución de vacinas fronte aos restantes serogrupos fixo que a 
enfermidade meningocócica polo serogrupo B se fixese predominante 
especialmente nos países desenvolvidos. Os intentos de obter unha vacina 
centráronse en dúas estratexias: o estudo de antíxenos subcapsulares e a 
utilización de polisacárido capsular modificado. Esta última vía levou á 
obtención dunha vacina conxugada constituída por polisacárido capsular 
modificado no que na posición C5 do ácido siálico o grupo N-acetil se 
substitúe por un grupo N-propionil conxugado á proteína recombinante 









O estudo de antíxenos subcapsulares expostos foi a estratexia máis 
exitosa que levou ao desenvolvemento das actuais vacinas. A presenza de 
anticorpos bactericidas dirixidos fronte a antíxenos subcapsulares en 
pacientes e portadores asintomáticos
91
 suxeriu que as OMP podían ser 
                                                             
87 Finne J, Leinonnen M, Makela PH. Antigenic similarities between brain components 
and bacteria causing meningitidis: implications for vaccine development and pathogenesis. 
Lancet. 1982;2:355-357. 
88 Jennings HJ, Roy R, Gamian A. Induction of meningococcal group B polisacharide-
specific IgG  antibodies in mice using N-propionolated B polisacharide-tetanus toxoid 
conjugate vaccine. J. Immunol. 1986;137:1708-1713. 
89 Fusco PC, Michon F, Tai JY, Blake MS. Preclinical evaluation of a novel group B 
meningococcal conjugate vaccine that elicits bactericidal activity in both mice and 
nonhuman primates. J Infect Dis. 1997;175:364-372. 
90 Bruge J, Bouveret-Le Cam N, Danve B, Rougon G, Schulz D. Clinical evaluation of a 
group B meningococcal N-propionylated polysaccharide conjugate vaccine in adult, male 
volunteers. Vaccine. 2004;22:1087-1096. 
91
 Jones DM, Eldridge J. Development of antibodies to meningococcal protein and 
lipopolysaccharide serotype antigens in healthy-carriers. J Med Microbiol. 1979;12:107-
111. 
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candidatos vacinas. No entanto, a utilización deste tipo de antíxenos na 
elaboración de vacinas é complexa e levou ao estudo dunha grande 
cantidade de proteínas como compoñentes das vacinas
92
. O meningococo é 
un patóxeno moi adaptado ao ser humano e, como xa se mencionou na 
sección 3.2, posúe unha grande variedade de mecanismos de evasión da 
resposta inmune e de variabilidade antixénica, o que dificulta a obtención 
de antíxenos que permitan obter unha vacina de ampla protección. Os 
antíxenos máis abundantes e inmunodominantes presentan unha grande 
variabilidade antíxénica, o que limita a súa eficacia fronte a cepas 
homólogas ou fronte a certas liñaxes xenéticas, e os antíxenos mais 
conservados son menos inmunoxénicos con niveis de expresión baixos e 
moi regulados.  
As primeiras aproximacións empregando antíxenos da membrana externa 
purificados non mostraron actividade bactericida en humanos
93,94
. 
Posteriormente, demostrouse que os epitopos responsábeis da produción da 
resposta bactericida se sitúan nos bucles das proteínas expostos ao exterior, 
polo que o mantemento da conformación nativa das proteínas é crucial para 
a produción dunha resposta bactericida
95
. O fracaso na utilización de 
proteínas purificadas levou á utilización das OMVs extraídas empregando 
deterxentes como principal compoñente das vacinas (Táboa 2). 
                                                             
92 Feavers IM, Pizza M. Meningococcal protein antigens and vaccines. Vaccine. 2009;27 
Suppl 2:B42-50. 
93 Nurminen M, Butcher S, Idänpään-Heikkilä I, Wahlström E, Muttilainen S et al. 
The class 1 outer membrane protein of Neisseria meningitidis produced in Bacillus subtilis 
can give rise to protective immunity. Mol Microbiol. 1992;6:2499-2506. 
94 Zollinger WD, Mandrell RE, Altieri P, Berman S, Lowenthal J et al. Safety and 
immunogenicity of a Neisseria meningitidis type 2 protein vaccine in animals and humans. 
J Infect Dis. 1978;137:728-739. 
95 Christodoulides M, McGuinness BT, Heckels JE. Immunization with synthetic 
peptides containing epitopes of the class 1 outer-membrane protein of Neisseria 
meningitidis: production of bactericidal antibodies on immunization with a cyclic peptide. 
J Gen Microbiol. 1993;139:1729-1738. 
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. Os ensaios clínicos realizados mostraron unha grande 
eficacia en adultos, adolescentes e nenos, superior ao 50% e acadando 
niveis do 87%, aínda que a súa eficacia en preescolares foi menor
99
. A 
presentación dos antíxenos en OMVs permite incorporar nas vacinas unha 
mostra representativa das proteínas presentes na membrana externa do 
meningococo, mantendo a súa conformación nativa. Durante a súa 
obtención, a utilización de deterxentes permite reducir o contido de LOS 
endotóxico para obter vacinas seguras, aínda que unha pequena cantidade 
de LOS é necesaria para manter a estrutura da bicapa lipídica e potenciar a 
resposta inmune. As OMVs formúlanse en solución adsorbidas a sales de 
aluminio, non tanto para incrementar a súa inmunoxenicidade, senón para 
mellorar a súa estabilidade, reducir o contido de LOS ao mínimo e mellorar 
a súa actividade piroxénica. Porén, as OMVs son un produto de 
composición e formulación moi complexa. Aínda que as proteínas 
cuantitativamente máis importantes son a PorA, PorB, RmpM, OpcA e 
proteínas de regulación do ferro (TbpA/B e FetA) conteñen unha grande 
cantidade de proteínas minoritarias da membrana externa e incorporan unha 
importante proporción de proteínas citoplasmática e periplasmática
100,101,102
. 
                                                             
96
 Bjune G, Høiby EA, Grønnesby JK, Arnesen O, Fredriksen JH et al. Effect of outer 
membrane vesicle vaccine against group B meningococcal disease in Norway. Lancet. 
1991;338:1093-1096. 
97 Oster P, Lennon D, O’Hallahan J, Mulholland K, Reid S et al. MeNZB™: a safe and 
highly immunogenic tailor-made vaccine against the New Zealand Neisseria meningitidis 
serogroup B disease epidemic strain. Vaccine. 2005;23:2191-2196. 
98 Sierra GV, Campa HC, Varcacel NM, Garcia IL, Izquierdo PL et al. Vaccine 
against group B Neisseria meningitidis: protection trial and mass vaccination results in 
Cuba. NIPH Ann. 1991;14:195-210. 
99
 Holst J, Martin D, Arnold R, Huergo CC, Oster P et al. Properties and clinical 
performance of vaccines containing outer membrane vesicles from Neisseria meningitidis. 
Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B3-12. 
100 Wheeler JX, Vipond C, Feavers IM. Exploring the proteome of meningococcal outer 
membrane vesicle vaccines. Proteomics Clin Appl. 2007;1:1198-1210. 
101 Uli L, Castellanos-Serra L, Betancourt L, Domínguez F, Barberá R et al. Outer 
membrane vesicles of the VA-MENGOC-BC vaccine against serogroup B of Neisseria 
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Ademais, a expresión das proteínas pode variar nas distintas cepas 
empregadas e entre distintos lotes, polo que a estandarización da súa 
composición é difícil. As propiedades físicas das OMVs como tamaño de 
partícula e polidispersión, tamén son variábeis e ademais posúen tendencia 
a se agregaren.  
A análise dos soros de pacientes vacinados demostrou que a resposta 
bactericida xerada está mediada fundamentalmente por anticorpos fronte á 
proteína hipervariabel PorA
103
, aínda que tamén contribúen outras proteínas 
da membrana externa. A elevada variabilidade da proteína PorA impón 
unha importante restrición á utilidade destas vacinas, especialmente en 
nenos menores de dous anos, o principal grupo de risco, onde unicamente 
son eficaces fronte a cepas do mesmo subtipo da empregada para a 
elaboración da vacina. Polo tanto, estas vacinas teñen limitada a súa 
utilización a brotes epidémicos ou a inmunización doutros grupos de idade. 
 
  
                                                                                                                                                          
meningitidis: Analysis of protein components by two-dimensional gel electrophoresis and 
mass spectrometry. Proteomics. 2006;6:3389-3399. 
102 Vipond C, Suker J, Jones C, Tang C, Feavers IM et al. Proteomic analysis of a 
meningococcal outer membrane vesicle vaccine prepared from the group B strain 
NZ98/254. Proteomics. 2006;6:3400-3413. 
103 Martin DR, Ruijne N, McCallum L, O'Hallahan J, Oster P. The VR2 epitope on the 
PorA P1.7-2,4 protein is the major target for the immune response elicited by the strain-
specific group B meningococcal vaccine MeNZB. Clin Vaccine Immunol. 2006;13:486-
491. 
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Táboa 2. Vacinas comercializadas e en ensaios clínicos fronte a N. meningitidis do serogrupo B. 
As referencias desta táboa móstranse na páxina 259. 
Vacinas baseadas en OMVs 
Vacina Formulación Etapa  Comentarios Ref. 
VA-MENGOC-BC
® 
Instituto Finlay, Cuba 
OMVs B:4:P1.19,15 e 
PS C 
No calendario vacinal 
de Cuba desde 1991 
Descenso da mortalidade (98%) 
Eficacia total 87% 







Empregada en Noruega 
(1988-1991) 




Chiron Vaccines (Novartis) 
OMVs B:4:P1.7-2,4 
Empregada en Nova 
Zelandia desde 2004 
 
Efectiva en todos os grupos de 
idade. 
Eficacia total 70% 
XVI 
Vacinas en ensaios clínicos até a actualidade  
Vacina OMVs Bivalente 
Instituto Finlay, Cuba 
GlaxoSmithKline 
OMVs B:4:P1.19,15 e 
B:4:P1.7-2,4 
Fase I completada  
Segura e inmunoxénicas. 






OMVs monovalentes Fase I completada   
NOMVs intranasal 
WRAIR, USA 
OMVs nativas Fase I completada 
Segura e inmunoxénica. 
Resposta inmune pouco robusta. 





OMVs de duas cepas 
recombinantes 
trivalentes 
Fase II completada 
Segura e inmunoxénica. 
Diferente incremento de 
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OMVs  B:4:P1.7-2,4 
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Para intentar superar as limitacións destas vacinas, estanse a estudar 
numerosas alternativas que permitan mellorar as propiedades das OMVs 
(Táboa 2). As  estratexias que permitiron obter candidatos que chegaron á 
fase de ensaios clínicos son:  
1) Vacinas baseadas na incorporación de diferentes PorA 
(HexaMen, NonaMen, Next-generation NonaMen)  
2) Vacinas empregando OMVs de N. lactamica  
3) Vacinas baseadas en OMVs modificadas xeneticamente  
4) Vacinas baseadas en OMVs nativas (NOMVs)  
5) Vacina bivalente de fHbp (Trumenba
®
) 
6) Vacinoloxía reversa (Bexsero
®
) 
1) Investigadores do Netherlands Vaccine Institute deseñaron cepas 
meningococais modificadas xeneticamente para expresar diferentes PorA, 
permitindo obter OMVs recombinantes trivalentes (que expresan tres PorA 
distintas)
104
 e reducir o problema da restrición de cepa. Desenvolveron dúas 
formulacións HexaMen e NonaMen que conteñen dous ou tres tipos de 
OMVs trivalentes respectivamente. HexaMen deseñouse incluíndo os seis 
serosubtipos que cubrían o 80% dos illados clínicos de casos de 
enfermidade en Holanda. Os ensaios clínicos realizados mostraron unha 
adecuada inmunoxenicidade en bebés, preescolares e nenos; porén, foron 
necesarias moitas doses para obter unha protección significativa, existían 
diferenzas na cobertura fronte ás distintas cepas e dificultades na produción 
de protección de longa duración
105,106
. Nonamen deseñouse para cubrir o 
                                                             
104 van der Ley P, van der Biezen J, Poolman JT. Construction of Neisseria meningitidis 
strains carrying multiple chromosomal copies of the porA gene for use in the production of 
a multivalent outer membrane vesicle vaccine. Vaccine. 1995;13:401-407. 
105 de Kleijn ED, de Groot R, Labadie J, Lafeber AB, van den Dobbelsteen G et al. 
Immunogenicity and safety of a hexavalent meningococcal outer-membrane-vesicle 
vaccine in children of 2-3 and 7-8 years of age. Vaccine. 2000;18:1456-1466. 
Introdución 
- 54 - 
 
75-80% das cepas do serogrupo B a nivel mundial. Probouse en ensaios 
clínicos con adultos e resultou ben tolerada
107
; porén, debido á extracción 
con deterxentes precisa para eliminar o LOS, as OMVs empregadas eran de 
baixa calidade e con alta tendencia a se agregaren. Os autores 
desenvolveron unha “next-generation Nonamen” empregando as OMVs 
trivalentes co xene lpxL1 inactivado para sintetizar un LOS non tóxico, 
lpxL1-LPS, que permitise obter OMVs nativas (sen empregar deterxentes). 
Esta vacina mostou bos resultados nos ensaios preclínicos
108
. 
2) A Health Protection Agency (Reino Unido) desenvolveu unha vacina 
de OMVs de N. lactamica para intentar mimetizar a adquisición de 
inmunidade natural tras a colonización por especies comensais do xénero 
Neisseria e evitar a inmunodominancia da PorA, non presente nesta 
especie. Esta vacina xerou protección en animais de experimentación
109
, 
mais ao ensaiarse en adultos en fase I a actividade bactericida xerada foi 
mínima
110
, polo que esta estratexia foi desbotada. 
3) Outra estratexia utilizada nos últimos anos consiste en empregar 
OMVs modificadas xeneticamente para modificar a expresión dos 
antíxenos subcapsulares e producir LOS detoxificados que permitan a 
utilización de OMVs nativas. Weynants e colaboradores prepararon OMVs 
                                                                                                                                                          
106 Luijkx TA, van Dijken H, Hamstra HJ, Kuipers B, van der Ley P et al. Relative 
immunogenicity of PorA subtypes in a multivalent Neisseria meningitidis vaccine is not 
dependent on presentation form. Infect Immun. 2003;71:6367-6371. 
107 Rots NY, Kleijne DE. Safety of a nonavalent meningococcal serogroup B vaccine in 
healthy adult volunteers in a randomised, controlled, single blind study. En: 16th 
International Pathogenic Neisseria Conference. Würzburg, Alemaña: 2008. P207 
108 Kaaijk P, van Straaten I, van de Waterbeemd B, Boot EP, Levels LM et al. 
Preclinical safety and immunogenicity evaluation of a nonavalent PorA native outer 
membrane vesicle vaccine against serogroup B meningococcal disease. Vaccine. 
2013;31:1065-1071. 
109 Oliver KJ, Reddin KM, Bracegirdle P, Hudson MJ, Borrow R et al. Neisseria 
lactamica protects against experimental meningococcal infection. Infect Immun. 
2002;70:3621-3626. 
110 Gorringe AR, Taylor S, Brookes C, Matheson M, Finney M et al. Phase I safety and 
immunogenicity study of a candidate meningococcal disease vaccine based on Neisseria 
lactamica outer membrane vesicles. Clin Vaccine Immunol. 2009;16:1113-1120. 
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que non expresan a PorA e sobreexpresan un ou varios antíxenos 
minoritarios TbpA, Hsf, NspA e Omp85. Estas OMVs produciron 
actividade bactericida en animais de experimentación
111
, demostrando o 
potencial dos antíxenos minoritarios na preparación de vacinas. 
Posteriormente este grupo deseñou OMVs defectivas na PorA que 
sobreexpresan LOS detoxificados (L3, L7 e L2), obtendo bos resultados de 
reactividade cruzada
112
; esta vacina atópase en fase de ensaios clínicos. Por 
outra banda, Pollard e colaboradores empregaron OMVs con expresión 
aumentada e constitutiva da FetA nun ensaio en fase I, demostrando que un 
deseño de combinación da PorA e FetA é un enfoque prometedor cara a 




4) O Walter Reed Army Institute of Research realizou dúas 
aproximacións empregando NOMVs de cepas non capsuladas. As NOMVs, 
obtidas sen a utilización de deterxentes, permiten conservar lipoproteínas 
importantes na produción da resposta inmune, como o fHbp TbpB, e 
incorporar LOS detoxificados. Inicialmente empregou NOMVs contendo 
LOS salvaxe para inmunización intranasal. A pesar de xerar actividade 
bactericida do soro, a resposta inmune non foi robusta, precisando un 
elevado volume de vacina para unha adecuada resposta
114
. Posteriormente 
                                                             
111 Weynants VE, Feron CM, Goraj KK, Bos MP, Denoël PA et al. Additive and 
synergistic bactericidal activity of antibodies directed against minor outer membrane 
proteins of Neisseria meningitidis. Infect Immun. 2007;75:5434-5442. 
112 Weynants V, Denoël P, Devos N, Janssens D, Feron C et al. Genetically modified 
L3,7 and L2 lipooligosaccharides from Neisseria meningitidis serogroup B confer a broad 
cross-bactericidal response. Infect Immun. 2009;77:2084-2093. 
113
 Dold C, Norheim G, Green C, Marsay L, Rollier C et al. Safety and immunogenicity 
of a meningococcal serogroup B outer membrane vesicle vaccine with constitutive 
expression of the iron receptor FetA: a phase I, open-label, dose escalation clinical trial in 
healthy adult volunteers. En: XIXth International Pathogenic Neisseria Conference. 
Asheville: 2014. O20. 
114 Katial RK, Brandt BL, Moran EE, Marks S, Agnello V et al. Immunogenicity and 
safety testing of a group B intranasal meningococcal native outer membrane vesicle 
vaccine. Infect Immun. 2002;70:702-707. 
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obtiveron tres NOMVs que expresan dúas PorA distintas cada unha, 
diferentes LOS detoxificados e cunha expresión aumentada de proteínas 
conservadas: fHbp, NadA ou Opc que se atopa en estudos en fase I e 
estudos preclínicos para avaliar a súa eficacia, e con potencial para 
empregarse fronte a outros serogrupos
115,116
. Ademais, esta organización 
elaborou un candidato vacinal con liposomas no que se incorporou un 
extracto de proteínas de membrana externa e LOS detoxificados. Esta 
vacina probouse nun ensaio clínico en fase I, sendo ben tolerada e obtendo 
bos resultados inmunolóxicos, aínda que a incorporación das OMPs non se 
realizou adecuadamente
117
, o que demostrou o potencial dos liposomas na 
vehiculización de LOS. 
5) Empregando un enfoque combinado de detección bioquímica e 
cribado inmunolóxico, Wyeth Vaccines Research (agora integrado na 
compañía Pfizer) identificou unha lipoproteína cun grande potencia como 
antíxeno vacinal, LP2086 ou fHbp
118
. O fHbp é un antíxeno presente na 
grande maioría dos illados clínicos a nivel mundial, exposto en superficie, 
un importante factor de virulencia do meningococo, capaz de producir unha 
resposta inmune bactericida protectiva na maioría dos illados invasivos a 
nivel mundial
119
. Existen dúas subfamilias de fHbp inmunoloxicamente 
distintas, subfamilias A e B, o que levou á preparación dunha formulación 
                                                             
115 Keiser PB, Biggs-Cicatelli S, Moran EE, Schmiel DH, Pinto VB et al. A phase 1 
study of a meningococcal native outer membrane vesicle vaccine made from a group B 
strain with deleted lpxL1 and synX, over-expressed factor H binding protein, two PorAs 
and stabilized OpcA expression. Vaccine. 2011;29:1413-1420. 
116 Moran EE, Burden R, Labrie JE 3rd, Wen Z, Wang XM et al. Analysis of the 
bactericidal response to an experimental Neisseria meningitidis vesicle vaccine. Clin 
Vaccine Immunol. 2012;19:659-665. 
117 Zollinger WD, Babcock JG, Moran EE, Brandt BL, Matyas GR et al. Phase I study 
of a Neisseria meningitidis liposomal vaccine containing purified outer membrane proteins 
and detoxified lipooligosaccharide. Vaccine. 2012;30:712-721. 
118 Fletcher LD, Bernfield L, Barniak V, Farley JE, Howell A et al. Vaccine potential of 
the Neisseria meningitidis 2086 lipoprotein. Infect Immun. 2004;72:2088-2100. 
119 Zlotnick GW, Jones TR, Liberator P, Hao L, Harris S et al. The Discovery and 
Development of a Novel Vaccine to Protect against Neisseria meningitidis Serogroup B 
Disease.Hum Vaccin Immunother. 2014;11:5-13. 
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vacinal bivalente que inclúe a forma lipidada do fHbp de ambas as 
subfamilias, Trumenba
®
. Os ensaios clínicos iniciáronse en 2006, mais 
cambios na dosificación, manufacturación e no proceso de produción da 
formulación retrasaron o proceso até o 2008, en que se iniciaron os ensaios 
da nova formulación
120,121
. Esta vacina foi aprobada pola FDA en outubro 
de 2014 para previr a infección invasiva polo meningococo B en individuos 
de entre 10 e 25 anos, converténdose na primeira vacina aprobada nos 
EEUU fronte a esta patoloxía. Esta aprobación realizouse mediante 
procedemento acelerado con base na eficacia desta vacina fronte a catro 
cepas representativas do meningococo B; debido a recentes epidemias 
producidas en residencias universitarias. No entanto, esta vacina non 
mostrou boas propiedades en menores de 10 anos
122
 e, ademais, deberá 
demostrar a súa eficacia fronte a un panel mais amplo de cepas. Trumenba® 
recibiu a condición de terapia avanzada co obxectivo de acelerar o 
desenvolvemento e a revisión dos produtos médicos que se ocupan de 
enfermidades graves ou potencialmente mortais. Traballando en 
colaboración coa empresa, a FDA avaliou a seguridade e eficacia da vacina 
e aprobouna en menos de seis meses, o prazo habitual para una revisión 
prioritaria. 
6) A vacinoloxía reversa como ferramenta para a identificación de novos 
antíxenos supuxo un importante impulso no desenvolvemento de novas 
vacinas. Esta estratexia emprega a secuencia do xenoma completo do 
                                                             
120 Marshall HS, Richmond PC, Nissen MD, Wouters A, Baber J et al. A phase 2 open-
label safety and immunogenicity study of a meningococcal B bivalent rLP2086 vaccine in 
healthy adults. Vaccine. 2013;31:1569-1575. 
121 Richmond PC, Marshall HS, Nissen MD, Jiang Q, Jansen KU et al. Safety, 
immunogenicity, and tolerability of meningococcal serogroup B bivalent recombinant 
lipoprotein 2086 vaccine in healthy adolescents: a randomised, single-blind, placebo-
controlled, phase 2 trial. Lancet Infect Dis. 2012;12:597-607. 
122 Martinon-Torres F, Gimenez-Sanchez F, Bernaola-Iturbe E, Diez-Domingo J, 
Jiang Q et al. A randomized, phase 1/2 trial of the safety, tolerability, and immunogenicity 
of bivalent rLP2086 meningococcal B vaccine in healthy infants. Vaccine. 2014;32:5206-
5211. 
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patóxeno para a identificación in sílico por algoritmos e ferramentas 
computacionais de novos antíxenos mediante a detección de xenes que 
codifican factores de patoxenicidade e proteínas asociadas á membrana 
cuxa actividade se confirma experimentalmente
123
. No caso do 
meningococo os antíxenos denomínanse Genomic-derived Neisseria 
Antigens (GNA). Can base na secuenciación do xenoma da cepa MC58
11
 
,Novartis Vaccines and Diagnostics, J. Craig Venter Institute e a Oxford 
University aplicaron esta técnica a busca dun antíxeno universal fronte ao 
meningococo B. Mediante a análise in sílico seleccionáronse preto de 600 
antíxenos, dos cales 350 foron expresados en E. coli e empregados na 
inmunización de animais, o que permitiu identificar 28 antíxenos capaces 
de produciren unha resposta bactericida
124
. As subseguintes análises 
permitiron seleccionar 5 antíxenos (fHbp, GNA2132 (NHBA), GNA1030, 
GNA2091 e NadA) para incorporarse nunha nova vacina. A formulación da 
vacina incorpora catro destas proteínas como proteínas de fusión, NHBA-
GNA1030 e GNA2091-fHbp. Os primeiros estudos en fase II demostraron 
que a reactividade cruzada era menor da esperada, o que levou á 
incorporación de OMVs da cepa NZ98/254 na súa composición
125
. Polo 
tanto, a vacina final que se autorizou no 2013 na UE, Canadá e Australia 
denominada Bexsero
®
, é unha vacina de catro compoñentes: NHBA-
GNA1030, GNA2091-fHbp, NadA e OMVs NZ98/254. Bexsero
®
 é unha 
vacina de composición moi complexa cun custo moi elevado, o que fixo 
que o seu balance custo/beneficio se considerase desfavorábel para a súa 
                                                             
123
 Seib KL, Zhao X, Rappuoli R. Developing vaccines in the era of genomics: a decade 
of reverse vaccinology. Clin Microbiol Infect. 2012 Suppl 5:109-116. 
124
 Pizza M, Scarlato V, Masignani V, Giuliani MM, Aricò B et al. Identification of 
vaccine candidates against serogroup B meningococcus by whole-genome sequencing. 
Science. 2000;287:1816-1820. 
125 Snape MD, Dawson T, Oster P, Evans A, John TM et al. Immunogenicity of two 
investigational serogroup B meningococcal vaccines in the first year of life: a randomized 
comparative trial. Pediatr Infect Dis J. 2010;29:e71-9. 
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incorporación no calendario vacinal
126,127
. Ademais, produce frecuentes 
efectos adversos locais e febre; non existen datos de eficacia da vacina, que 
non afecta o estado de portador do meningococo e tampouco conseguiu 
eliminar as OMVs da súa composición. Por outro lado, existen certas 
reservas sobre as consecuencias da unión do fH humano endóxeno ao fHbp 
da vacina e a posíbel produción de autoanticorpos contra o fH
128
, o que fai 
que a súa utilización estean sendo controvertida. 
Alén destas estratexias, existen numerosos candidatos vacinais que se 
atopan en fase preclínica con prometedores resultados. 
 
5. Proteínas de membrana externa 
A grande importancia das proteínas de membrana externa como 
candidatos vacinais fronte ao meningococo do serogrupo B e a utilización 
de OMVs na preparación de vacinas espertaron un grande interese no 
estudo do proteoma de membrana externa desta bacteria. Como xa se 
indicou anteriormente, cinco cepas secuenciáronse por completo, polo que 
na actualidade se dispón de bases de datos da secuencia aminoacídica das 
proteínas. Alén diso, publicáronse numerosos estudos do proteoma de 
diversas cepas empregando técnicas electroforéticas acopladas a 
espectometría de masas
129,130,101,102
. Tamén existen numerosos estudos das 
                                                             
126 Pollard A, Riordan A, Ramsay M. Group B meningococcal vaccine: 
recommendations for UK use. Lancet. 2014;383:1103-1104. 
127 Tu HA, Deeks SL, Morris SK, Strifler L, Crowcroft N et al. Economic evaluation of 
meningococcal serogroup B childhood vaccination in Ontario, Canada. Vaccine. 
2014;32:5436-5446. 
128 Costa I, Pajon R, Granoff DM. Human factor H (FH) impairs protective 
meningococcal anti-FHbp antibody responses and the antibodies enhance FH binding. 
MBio. 2014 ;5:e01625-14. 
129 Marzoa J, Sánchez S, Ferreirós CM, Criado MT. Identification of Neisseria 
meningitidis outer membrane vesicle complexes using 2-D high resolution clear 
native/SDS-PAGE. J Proteome Res. 2010;9:611-619. 
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5.1. Proteínas de clase 
Existen 5 proteínas maioritarias na membrana externa, denominadas 
proteínas de clase
133
. As proteínas de clase 1 (PorA) e de clase 2 e 3 (PorB) 
son porinas e constitúen a clase de proteínas de membrana máis abundantes 
de N. meningitidis. A proteína de clase 4 ou RmpM (reduction modifiable 
protein M), a pesar de se identificar como proteína de membrana externa, 
non está claro como se asocia a ela nin a súa función. As proteínas de clase 
5 Opa e Opc presentan como principal función a adherencia e invasión de 
células epiteliais e endoteliais. 
As porinas son proteínas pertencentes á superfamilia de porinas Gram-
negativas
134
, funcionan como poros e son esenciais para a bacteria, xa que 
modulan o intercambio pasivo de ións entre a célula e o medio. Presentan 
unha estrutura trimérica en que cada un dos 3 polipéptidos contén unha 
elevada proporción de lámina β (36% aproximadamente), que lle 
proporciona unha estrutura en β-barril formada por 16 láminas B anfipáticas 
transmembrana unidas por 8 bucles hidrofóbicos expostos
135
 (Figura 3, I a 
VIII no caso da PorA e L1 a L8 na PorB). As 16 láminas β préganse 
                                                                                                                                                          
130 Williams JN, Skipp PJ, Humphries HE, Christodoulides M, O'Connor CD et al. 
Proteomic analysis of outer membranes and vesicles from wild-type serogroup B Neisseria 
meningitidis and a lipopolysaccharide-deficient mutant. Infect Immun. 2007;75:1364-1372. 
131 Grizot S, Buchanan SK. Structure of the OmpA-like domain of RmpM from Neisseria 
meningitidis. Mol Microbiol. 2004;51:1027-1037. 
132 Tanabe M, Nimigean CM, Iverson TM. Structural basis for solute transport, 
nucleotide regulation, and immunological recognition of Neisseria meningitidis PorB. Proc 
Natl Acad Sci U S A. 2010;107:6811-6816. 
133 Tsai CM, Frasch CE, Mocca L. Five structural classes of major outer membrane 
proteins in Neisseria meningitidis. J Bacteriol. 1981;146:69–78. 
134 Weiss MS, Schulz GE. Structure of porin refined at 1.8 A resolution. J Mol Biol. 1992; 
227: 493-509. 
135 van der Ley P, Heckels JE, Virji M, Hoogerhout P, Poolman JT. Topology of outer 
membrane porins in pathogenic Neisseria spp. Infect Immun. 1991;59:2963–2971 
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uníndose mediante pontes de hidróxeno, formando un poro en cuxo interior 
se dispoñen as cadeas laterais de tamaño axeitado para permitiren o paso 
dos solutos de baixo peso molecular
136
. O bucle III sitúase na rexión interna 
de cada monómero, formando unha α-hélice e influíndo na funcionalidade 
do poro
132
. As rexións transmembrana son as máis conservadas, tanto entre 
especies como entre cepas, a diferenza dos bucles, que son as rexións máis 
variábeis tanto inter como intraespecificamente.  
As porinas poden interaccionar con membranas lipídicas artificiais, o que 
permite por exemplo a súa incorporación a liposomas, membranas lipídicas 
planais e células eucariotas, formando canles iónicas funcionais. Cando 
estes poros aparecen en células de mamíferos, producen un cambio 
transitorio no potencial de membrana, interferindo nos mecanismos de 
sinalización celular.  
- Proteína de clase 1, PorA: posúe unha masa molecular (Mm) de 44-47 
kDa dependendo da cepa. Dentro do xénero Neisseria é exclusiva de N. 
meningitidis, atopándose en todos os illados desta bacteria. As 
secuencias hipervariábeis, VR1 e VR2, sitúanse nos bucles I e IV 
respectivamente
135
 e constitúen a base do sistema de clasificación en 
serogrupos. Os bucles II e III son máis conservados e teñen función 
estrutural no trímero e o bucle II intervén nas interaccións entre 
monómeros para constituír os trímeros
136
. A PorA é altamente 
inmunoxénica, sendo o antíxeno inmunodominante e o compoñente 
maioritario das vacinas fronte ao serogrupo B. Os anticorpos 
potencialmente protectores únense ás rexións hipervariábeis, 
fundamentalmente VR2
103
, aínda que a variabilidade imposta por estas 
rexións supón unha limitación e restrinxe o uso das vacinas só a cepas 
homólogas. As rexións VR1 e VR2, aínda que afastadas nos monómeros, 
                                                             
136 Derrick JP, Urwin R, Suker J, Feavers IM, Maiden MC. Structural and evolutionary 
inference from molecular variation in Neisseria porins. Infect Immun. 1999;67:2406-2413. 
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están próximas entre monómeros adxacentes, polo que poderían existir 
relacións monómero-monómero (Figura 3A inferior), formando 





Figura 3. Modelo tridimensional das porinas meningocócicas e dos seus correspondentes 
homotrímeros. (A) Estrutura proposta para a proteína PorA, os bucles externos indícanse 
con números romanos (I a VIII), o bucle III situado no interior de cada canle represéntase 
en liñas descontinuas. Superior, estrutura de β-barril, inferior modelo do homotrímero 
PorA (imaxe tomada de Derrick JP., et al., 1999). (B) Estrutura proposta para a proteína 
PorB, os bucles externos indícanse coa letra L (L1 a L8) e as α-hélices en vermello. 
Superior, estrutura de β-barril, inferior, modelo do homotrímero PorB (imaxe tomada de 
Tanabe M., et al., 2009).   
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- Proteínas de clase 2 e 3, PorB: son alelos do xene porB mutuamente 
excluíntes nas distintas cepas, que presentan unha similitude na súa 
secuencia aminoacídica do 60-70%, cunha Mm de entre 37 e 42 kDa. As 
secuencias máis conservadas son os bucles L2 e L4, que interveñen na 
estabilidade do trímero e na súa funcionalidade no caso do L2. As rexións 
con alto nivel de variabilidade localízanse nos bucles L1, L5, L6 e L7, 
sendo respectivamente VR1 a 4
137
, e a súa variabilidade determina o 
serotipado do meningococo. A PorB é unha porina dependente de voltaxe 
non selectiva
138
 para a que se describiron tres supostas vías de translocación 
de solutos, para anións, para catións e outra que permite a captación 
específica de azucres
132
. Ten un importante papel na interacción patóxeno-
hóspede, produce a aparición de poros nas células eucariotas e prevén a 
apoptose celular mediante a súa translocación na membrana mitocondrial 
do hóspede, evitando a despolarización da súa membrana
139
. Deste modo, 
proporciona tempo suficiente ao patóxeno para multiplicarse a niveis 
suficientes e promover a infección. A súa función inmunolóxica é menos 
clara: é capaz de activar células B mediante o recoñecemento por TLRs e 
MyD88
140
, mais é pouco accesíbel para a unión de anticorpos específicos. 
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A RmpM (reduction modifiable protein M), ou proteína de clase 4, 
recibe o seu nome debido á variación da súa mobilidade electroforética en 
presenza de axentes redutores que producen a ruptura das súas dúas pontes 
disulfuro, polo que, a pesar de ter unha Mm de 24 kDa, presenta unha 
mobilidade electroforética en SDS-PAGE correspondente a 32 kDa. A 
pesar de que a súa función e estrutura non se coñecen totalmente e de que 
non produce a formación de anticorpos bactericidas ou opsónicos, esta 
proteína altamente conservada está presente nalgunhas vacinas de OMVs 
fronte ao serogrupo B
101,102
. Ademais, ao contrario do que se pensaba 
inicialmente non interfire coa actividade dos anticorpos fronte aos 
antíxenos maioritarios
142
. Para esta proteína propúxose unha función 
estabilizadora de complexos de OMPs, probabelmente conectando a 
membrana externa coa capa de peptidoglicano. 
A secuencia da RmpM pode dividirse nunha secuencia de sinalización de 
22 aminoácidos, un extremo N-terminal (RMn) de 40 aminoácidos seguido 
dunha rexión rica en prolina de 20 residuos e do dominio C-terminal (RMc) 
de 150 aminoácidos que posúe unha grande similitude co dominio C-
terminal da proteína de E. coli OmpA, polo que se denomina dominio 
OmpA-like (Figura 4). 
A RmpM únese ao peptidoglicano mediante unións non covalentes a 
través do dominio OmpA-like (Grizot, 2004), e pode ademais asociarse en 





 e complexos de porinas
145
. Ensaios realizados 
                                                             
142 Rosenqvist E, Musacchio A, Aase A, Høiby EA, Namork E et al. Functional 
activities and epitope specificity of human and murine antibodies against the class 4 outer 
membrane protein (Rmp) of Neisseria meningitidis. Infect Immun. 1999;67:1267-1276. 
143 Prinz T, Tommassen J. Association of iron-regulated outer membrane proteins of 
Neisseria meningitidis with the RmpM (class 4) protein. FEMS Microbiol Lett. 
2000;183:49-53. 
144 Volokhina EB, Beckers F, Tommassen J, Bos MP. The beta-barrel outer membrane 
protein assembly complex of Neisseria meningitidis. J Bacteriol. 2009;191:7074-7085. 
Introdución 
- 65 - 
 
empregando cepas mutantes carentes da RmpM ou a proteína non funcional 
demostraron unha menor adherencia da membrana externa e un maior 
rendemento de produción de OMVs
146
, o que apoia o papel desta proteína 
na estrutura e ancoraxe da membrana externa. Aínda que os estudos 
estruturais desta proteína suxiren que a unión aos complexos de OMPs se 
realiza a través do seu extremo N-terminal, aínda non se coñecen as rexións 
de unión nin a través de qué proteínas se enlazan aos complexos. 
 
 
Figura 4. Esquema da estrutura da proteína RmpM. (A) Representación esquemática do 
xene rmpM segundo modificación da base de datos UnoProt. (B) Estrutura do extremo C-
terminal, dominio OmpA-like, constituída por 5 α hélices e 4 láminas β (imaxe tomada de 
Grizot S., et al., 2004). (C) Esquema da disposición da proteína na envolta de Neisseria 
meningitidis, co extremo C-termina uníndose ao peptidoglicano e o N-terminal aos 
complexos de OMP. 
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O xene rmpM pódese empregar como xenosensor para a rápida detección 
da bacteria no fluído cerebroespiñal dos pacientes
147
. 
As Opc e Opa, ou proteínas de clase 5, son un grupo de proteínas 
modificábeis por temperatura, con estrutura trimérica, Mm en torno aos 28 
kDa, niveis de expresión moi variábeis e sometidas a variación de fase. 
Participan na adhesión e invasión dos epitelios e endotelios. O 
meningococo adoita conter entre 3 e 4 xenes Opa, podendo expresar 
ningún, un ou varios e só un xene Opc
148
. A pesar das súas similitudes 
funcionais, estas proteínas presentan importantes diferenzas estruturais, 
mais as dúas posúen unha estrutura de β-barril. A Opa presenta 8 láminas β 
transmembrana e catro bucles extracelulares, dos cales o primeiro é unha 
rexión semivariábel (SV) e os dous seguintes son hipervariábeis, HV1 e 
HV2 respectivamente
149
. A Opc está constituída por 10 laminas β unidas 





5.2. Outras proteínas 
Alén das proteínas de clase, no meningococo teñen unha grande 
importancia as proteínas de captación de ferro. Sen ferro as neiserias non 
poden sobrevivir, e polo tanto, os sistemas de captación de ferro son 
cruciais para a bacteria e están moi conservados. As neiserias patóxenas 
                                                             
147
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posúen un sistema de captación de ferro particular. Moitas bacterias Gram-
negativas segregan sideróforos que solubilizan o ferro férrico inaccesíbel no 
contorno do hóspede, transformándoo en ferro ferroso unido ao sideróforo 
que pode ser internalizado por transportadores de membrana externa 
denominados transportadores TonB-dependentes (TBDTs). N. meningitidis 
non segrega sideróforos, expresa TBDTs de función descoñecida, TdfF, 
TdfG, TdfH e TdfJ, e outros transportadores como a FetA, que permiten á 
bacteria empregar sideróforos segregados por bacterias veciñas
151
. 
Ademais, expresan receptores de superficie que median a extracción directa 
e importación de ferro das proteínas humanas de unión a ferro, 
hemoglobina (sistema HmbR e complexo HpuAB), lactoferrina (sistema 
LbpAB) e transferrina (complexo TbpAB)
152,153
. 
Outro grupo de proteínas de grande importancia son as implicadas na 
adhesión e colonización dos epitelios, como o Pili IV, NhhA, App, MspA, 
NadA, sistema HrpA/HrpB e NspA xa mencionadas na sección 3.1. O pili 
IV tamén está implicado noutras importantes funcións como o movemento 
(twitching motility) e a captación de DNA exóxeno.  
A Omp85 é unha proteína de 88 kDa necesaria para a ensamblaxe das 
OMPs en todas as Gram-negativas e tamén nas mitocondrias (homólogos 
Tob55 ou Sam50) como parte do sistema de ensamblaxe de β-barril (Bam). 
Esta proteína actúa asociada a outras proteínas accesorias RmpM, BamC, 
BamD e BamE, sendo as dúas últimas as máis importantes
144
. É unha 
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proteína moi conservada, polo que está a ser estudada como xenosensor 




6. Análise de complexos proteicos de membrana 
A proteómica engloba o estudo de todas as proteínas codificadas nun 
xenoma. É máis complexa que a xenómica debido a procesos como as 
modificacións postraducionais, procesos de degradación proteicos, 
modificacións por tratamentos farmacolóxicos ou enfermidades etc. 
Ademais, as cantidades das proteínas son moi variábeis e a identificación de 
proteínas de escasa abundancia segue a ser un desafío. 
A maioría das proteínas, estímase que en torno ao 80%
155
, desempeñan as 
súas funcións como complexos proteicos formados pola interacción entre 
monómeros ou polipéptidos, idénticos (homómeros) ou diferentes 
(heterómeros), e poden ser, ademais, transitorias ou permanentes e 
obrigadas ou non
156
. Deste modo, o estudo das interaccións proteína-
proteína é imprescindíbel para entender o proteoma dunha determinada 
célula. 
Unha importante proporción das proteínas son proteínas de membrana 
con funcións cruciais para as células que ademais son as principais dianas 
farmacolóxicas. As proteínas de membrana poden ser proteínas integrais, 
proteínas transmembrana ou proteínas periféricas debilmente asociadas á 
membrana. A súa análise presenta unha serie de dificultades adicionais á 
proteómica xeral, como a súa baixa solubilidade, difícil separación das 
restantes fraccións proteicas e, especialmente, a fraxilidade e carácter 
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transitorio de moitos dos complexos. A análise destes complexos require a 
súa extracción do contorno lipídico en que se atopan, que é crucial para a 
estabilidade de moitos deles. Durante a extracción, os axentes empregados, 
axentes caotrópicos ou deterxentes, poden producir a perda de parte dos 
compoñentes que os constitúen. Polo tanto, é frecuente que na comparación 
dos resultados de estudos proteómicos realizados con distintas técnicas se 
achen importantes diferenzas, o que fai necesario validar as interaccións 
proteína-proteína mediante a utilización de diferentes métodos
155
. 
En función da capacidade de solubilización e desnaturalización os 
deterxentes clasifícanse en: 1) iónicos de cadea lineal, 2) non iónicos, 3) 
ácidos biliares e 4) zwitteriónicos. Os deterxentes iónicos de cadea lineal e 
os zwitteriónicos, así como os axentes caotrópicos, son moi 
desnaturalizantes, polo que non poden ser empregados no estudo das 
interaccións entre proteínas. Os deterxentes non iónicos, como n-dodecil-β-
D-maltosido (DDM), octil-β-D-glucopiranosido (OG) e dixitonina, e os 
ácidos biliares como o deoxicolato sódico (DOC) considéranse deterxentes 
desnaturalizantes suaves que actúan preferentemente nas interaccións 
lípido-lípido e lípido-proteína, polo que son apropiados na solubilización de 
complexos proteicos.  
A separación da fracción de proteínas de membrana é tamén un aspecto 
crucial. Nas bacterias Gram-negativas é moi frecuente empregar como 
modelo de membrana externa as OMVs en que a proporción de proteínas 
plasmáticas e periplasmáticas é moito menor que nas células completas. 
Aínda así, estas seguen a representar unha importante proporción das 
proteínas totais
157
, que dependerá moito da técnica de obtención 
empregada. 
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Os avances na espectrometría de masas (MS) son cruciais para a 
proteómica, así como as técnicas que permitan a separación previa dos 
péptidos e proteínas
158
 e que se poden clasificar como métodos 
electroforéticos e non electroforéticos. 
 
6.1. Métodos electroforéticos  
A aproximación máis tradicional deste grupo de técnicas consiste en 
realizar unha primeira dimensión (1-D) por isoelectroenfoque (IEF), 
seguida dunha segunda dimensión (2-D) por electroforese en xel de 
poliacrilamida con SDS (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide gel 
Electrophoresis, SDS-PAGE), a tinción con colorantes axeitados para a 
detección dos puntos e a súa recolección, dixestión e posterior análise por 
MS. Esta técnica emprégase amplamente para o estudo de proteínas 
solúbeis non de membrana, por ser unha técnica sinxela, moi visual, que 
permite facilmente observar diferenzas entre os distintos estados celulares. 
No entanto, é pouco útil no estudo de proteínas hidrofóbicas como as 
proteínas integrais de membrana que precipitan na 1-D IEF cando a súa 
carga é próxima a cero
159
. Ademais, a 2-D SDS-PAGE ten unha grande 
limitación de punto isoeléctrico (pI), entre 3-10, onde a separación das 
proteínas básicas é especialmente complicada e as proteínas de alta ou 
baixa Mm tampouco adoitan ser identificadas porque ou non penetran ou 
escapan do xel. 
O grupo de Schägger e colaboradores desenvolveu unha serie de técnicas 
mais versátiles especialmente para o estudo de complexos de membrana a 
Blue Native Electrophoresis (BNE), a Clear Native Electrophoresis (CNE) 
                                                                                                                                                          
for the characterization of the Escherichia coli membrane complexes. J Microbiol 
Methods. 2014;102:45-54. 
158 Gilmore JM, Washburn MP. Advances in shotgun proteomics and the analysis of 
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e a high resolution Clear Native Electrophoresis (hrCNE)
160
. Estas técnicas 
empregan xeles en gradiente de poliacrilamida como soporte electroforético 
e condicións non desnaturalizantes mediante a utilización de deterxentes 
suaves, pH entre 7,0 e 7,5 e temperaturas baixas. Estas técnicas 
diferéncianse fundamentalmente no tampón de cátodo empregado que 
condiciona os principios que determinan a separación e migración 
electroforética dos complexos proteicos. 
A BNE
161
 é unha técnica versátil e eficiente para a separación e 
caracterización de complexos de membrana nun rango de masas de 10 a 
100.000 kDa. Esta electroforese caracterízase pola incorporación do 
colorante aniónico Coomassie Brillant Blue G-250 (CBB) na mostra e no 
tampón de cátodo tras a solubilización con deterxentes neutros non 
desnaturalizantes dos complexos de membrana. O CBB únese á superficie 
dos complexos proteicos, principalmente a residuos de arxinina, retendo as 
interaccións proteína-proteína e impoñéndolles unha carga neta negativa, o 
que evita a formación de agregados por repulsión electrostática e permite a 
migración das proteínas básicas cara ao ánodo a un pH de 7,2. As proteínas, 
por tanto, non se separarán segundo a súa relación carga/masa como ocorre 
na SDS-PAGE, senón en función unicamente do seu tamaño, ao migrar no 
xel en gradiente de poliacrilamida cun tamaño de poro decrecente. Cada 
proteína ou complexo proteico avanzará até acadar un tamaño de poro 
específico que limite a súa migración. Porén, esta técnica presenta unha 
serie de inconvenientes, as proteínas solúbeis que non unan o pigmento 
CBB cun pI neutro ou básico a pH 7,0 non migrarán ou farano cara ao 
cátodo pola súa carga neutra ou positiva. A combinación dos deterxentes 
neutros empregados na solubilización dos complexos e do CBB orixina a 
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formación de micelas aniónicas mixtas que poden actuar como deterxentes 
aniónicos disociando algúns compoñentes sensíbeis do complexo
162
. 
Ademais, a presenza do CBB provoca interferencias en análises posteriores 
das proteínas, como na determinación da actividade catalítica e na 
detección de marcadores fluorescentes. 
Na CNE
163
 non se incorpora o colorante CBB e polo tanto carece das 
vantaxes da anterior técnica, presentando unha maior formación de 
agregados e menor resolución que a BNE
164
. A separación limítase a 
proteínas ácidas que migran pola súa carga intrínseca. A migración das 
proteínas vén determinada pola súa carga e polo seu tamaño. A súa 
principal vantaxe é que permite evitar as interferencias do CBB en análises 
posteriores das proteínas, actividade catalítica e análises fluorimétricas, e 
que é útil para a análise de supercomplexos lábiles que se poden disociar en 
presenza do CBB; é a electroforese mais suave actualmente empregada. 
Alén diso, esta técnica é máis suave e permite un mellor mantemento das 
estruturas nativas das proteínas. 
A hrCNE
165
 permite combinar as vantaxes das dúas técnicas anteriores. O 
CBB substitúese por unha combinación de deterxentes aniónicos e neutros 
no tampón de cátodo. Os deterxentes formarán micelas mixtas que lles 
confiren ás proteínas a carga neta negativa necesaria para a súa 
solubilización e migración cara ao ánodo. Esta técnica permite conseguir 
                                                             
162 Neff D, Dencher NA. Purification of multisubunit membrane protein complexes: 
isolation of chloroplast FoF1-ATP synthase, CFo and CF1 by blue native electrophoresis. 
Biochem Biophys Res Commun. 1999;259:569-575. 
163 Schägger H, Cramer WA, von Jagow G. Analysis of molecular masses and 
oligomeric states of protein complexes by blue native electrophoresis and isolation of 
membrane protein complexes by two-dimensional native electrophoresis. Anal Biochem. 
1994;217:220-230. 
164 Wittig I, Schägger H. Advantages and limitations of clear-native PAGE. Proteomics. 
2005;5:4338-4346. 
165 Wittig I, Karas M, Schägger H. High resolution clear native electrophoresis for in-gel 
functional assays and fluorescence studies of membrane protein complexes. Mol Cell 
Proteomics. 2007;6:1215-1225. 
Introdución 
- 73 - 
 
unha elevada resolución, sen formación de agregados e é compaíbeis con 
posteriores análises fluorimétricas e catalíticas. Ademais, a combinación de 
diferentes deterxentes (os mais empregados son DOC como deterxente 
aniónico e DDM ou TX100 como deterxentes neutros) permite unha grande 
versatilidade da técnica. 
Os complexos proteicos separados mediante calquera destas 
electroforeses nativas poden ser sometidos a unha análise en segunda 
dimensión para determinar as subunidades que constitúen os complexos 
proteicos ou resolver posíbeis solapamentos entre complexos co-migrates 
(Figura 5). A electroforese SDS-PAGE permite a disociación dos 
complexos proteicos nas súas subunidades constitutivas. Nesta segunda 
dimensión os puntos situados nunha mesma vertical corresponderán ás 
subunidades dun determinado complexo, mentres que os puntos situados 
nunha horizontal se corresponden potencialmente á mesma proteína, 
formando parte de distintos complexos. Se a segunda dimensión se realiza 
empregando tamén unha electroforese nativa, pódense separar complexos 





6.2. Métodos non electroforéticos  
Existen numerosas técnicas bioquímicas, biofísicas, xenéticas e 
bioinformáticas para o estudo das iteracións proteína-proteína. As técnicas 
mais tradicionais como o cross-linking químico, coinmunoprecipitación, e 
técnicas cromatográficas combínanse na actualidade con técnicas de alto 
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Figura 5. Esquema da separación e análise electroforética de complexos proteicos. a) 
separación dos complexos proteicos presentes na mostra mediante electroforese non 
desnaturalizante. b) Separación das proteínas que constitúen cada complexo proteico da 1-
D empregando unha 2-D desnaturalizante. c) Separación de complexos proteicos 
comigrantes na 1-D empregando unha 2-D non desnaturalizante diferente á da 1-D, os 
complexos situados na liña diagonal presentan igual mobilidade con ambos os deterxentes. 
 
Técnicas de formación de inmunocomplexos: son unhas das técnicas 
mais robustas e amplamente empregadas para a identificación física da 
interacción entre proteínas. Entre estas técnicas inclúense a 
coinmunoprecipitación e a cromatografía de inmunoafinidade deseñadas 
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para a análise da interacción entre unha proteína coñecida e aquelas coas 
que poida interaccionar. Baséanse na formación dun inmunocomplexo entre 
un anticorpo específico fronte á proteína coñecida e complexos proteicos 
presentes nunha mostra proteica purificada ou complexa. O 
inmunocomplexo illarase empregando matrices con proteína G ou A e as 
proteínas que constitúen o complexo poderán ser identificadas mediante 
MS. Trátase de técnicas con elevada especificidade, relativamente sinxelas 
e compatibilidade coa maioría de análises posteriores. As principais 
limitacións destas técnicas son a necesidade de dispor dun anticorpo con 
alta especificidade e avidez fronte a unha das proteínas que integre o 
complexo e que non son apropiadas na identificación de interaccións 
débiles xa que implica un elevado número de lavados que poden disociar 
estas interaccións. 
Cross-linking: a utilización de axentes de cross-linking xunto con outras 
técnicas de análise, como electroforeses ou purificación de afinidade, e 
xunto con MS é unha ferramenta moi útil no estudo de interaccións 
proteicas débiles. Durante o tratamento das mostras os axentes químicos e 
físicos empregados poden producir a desestabilización dos complexos 
proteicos e a disociación dalgúns dos seus compoñentes. Os axentes de 
cross-linking permiten transformar interaccións non covalentes en 
interaccións covalentes permanentes, evitando a desestabilización dos 
complexos e permitindo o seu posterior estudo. En xeral os axentes de 
cross-linking son moléculas con dous grupos reactivos unidos por un 
“brazo” de lonxitude variábel. O axente unirase covalentemente a través 
dos seus grupos reactivos a dous péptidos estabilizando as asociacións 
existentes no momento da unión. Existen dous grupos principais de axentes, 
os homobifuncionais, en que os grupos reactivos son idénticos, e os 
heterobifuncionais, en que os grupos reactivos son diferentes. Os axentes 
heterobifuncionais ademais adoitan incorporar outros grupos funcionais 
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como grupos fotoactivábeis e biotina que permiten un maior control da 
reacción e o seu seguimento. A posterior separación das proteínas ou 
complexos presentes nas mostras mediante, por exemplo, técnicas 
electroforéticas, permite o estudo dos seus compoñentes. Un dos principais 
inconvenientes desta técnica son os falsos positivos e falsos negativos
168
 
debidos en parte a interacción do axente con grupos funcionais do mesmo 
péptido ou de péptidos próximos que non están formando un complexo, 
polo que esta técnica debe combinarse con outras adicionais para confirmar 
a interacción. 
Purificación por afinidade: estas técnicas requiren da utilización de 
proteínas recombinantes marcadas cunha etiqueta de afinidade (cola de 
histidinas, proteínas de unión a manosa, proteínas de unión a calmodulina 
etc.). A proteína cebo marcada exprésase in vivo, purifícanse os complexos 
proteicos en que participe por afinidade ou inmunoafinidade a unha matriz 
e as proteínas que constitúen os complexos identifícanse por outras técnicas 
como a SM
169
. Esta técnica é eficaz para proteínas de alta expresión que 
formen complexos estábeis. As etiquetas poden interferir coa formación dos 
complexos, impedindo a detección dalgún compoñente, ou, se quedan 
pouco expostas ao exterior, non permitir a purificación dos complexos. 
Ademais, esta técnica presenta grande cantidade de falsos negativos por 
unións inespecíficas á proteína cebo ou á matriz.  
Para solventar estes inconvenientes deseñouse a purificación por 
afinidade en tándem (TAP)
170
. Neste caso a etiqueta que porta a proteína 
                                                             
168 Trakselis MA, Alley SC, Ishmael FT. Identification and mapping of protein-protein 
interactions by a combination of cross-linking, cleavage, and proteomics. Bioconjug Chem. 
2005;16:741-750. 
169 Miernyk JA, Thelen JJ. Biochemical approaches for discovering protein-protein 
interactions. Plant J. 2008;53:597-609. 
170 Rigaut G, Shevchenko A, Rutz B, Wilm M, Mann M et al. A generic protein 
purification method for protein complex characterization and proteome exploration. Nat 
Biotechnol. 1999;17:1030-1032. 
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cebo posúe un dominio de unión a IgG e outro de unión a proteínas de 
unión a calmodulina separados por un lugar de rotura de proteasas. A 
purificación dos complexos require de dúas cromatografías que reducen 
notabelmente o número de unións inespecíficas. Os principais 
inconvenientes son a grande cantidade de mostra que require e a perda, 
polos sucesivos lavados, de compoñentes do complexo unidos debilmente. 
Sistema de dobre hibridación (Y2H): é un método xenético 
amplamente empregado que se basea na activación transcricional dun xene 
marcador se existe interacción entre as proteínas estudadas. Emprega 
levaduras como sistema de expresión heterólogo en que se inclúen dous 
plásmidos, un que codifica a proteína cebo fusionada a un dominio de unión 
ao promotor do xene marcador e outro para a proteína diana fusionada ao 
dominio de activación da transcrición. Tras a coexpresión de ambos os 
plásmidos, a interacción das proteínas cebo e diana induce a transcrición do 
xene marcador no núcleo. É unha técnica rápida de baixo costo que permite 
o estudo in vivo de interaccións binarias. Porén, asóciase a unha elevada 
taxa de falsos positivos (fiabilidade do 50%) xa que a proteína cebo pode 
producir a activación espontánea da transcrición en ausencia de interacción 
e non é aplicábel ás interaccións entre proteínas de membrana. Ademais, 
algunhas proteínas producen toxicidade nas levaduras e é difícil a 




Existen numerosas modificacións desta técnica que permiten resolver 
algunhas das súas limitacións, como o sistema de tres proteínas, sistema 
dependente de pequenos ligandos, sistema de dobre cebo, Y2H reverso, 
Y2H con células bacterianas ou eucariotas etc. Para adaptar esta técnica ao 
estudo de proteínas de membrana desenvolveuse o Y2H de membrana 
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 baseado no principio da “split-ubiquitin”, polo que os extremos 
N e C-terminal da ubiquitina se poden reconstituír espontaneamente. A 
interacción das proteínas cebo e diana permite a expresión dunha “pseudo-
ubiquitina” que se escinde do complexo por acción de encimas de-
ubiquitinas, liberando o factor de transcrición que inducirá a transcrición do 
xene marcador.  
Transmisión de enerxía resoante: estas técnicas biofísicas, 
fluorescencia por transferencia de enerxía resoante (FRET) e 
bioluminiscencia por transferencia de enerxía resoante (BRET)
172
, permiten 
visualizar por microscopía a interacción de proteínas in vivo ou in vitro en 
tempo real. Baséanse na transferencia de enerxía dun cromóforo, unido á 
proteína cebo, a unha molécula aceptora, unida á proteína diana, se as 
proteínas están suficientemente próximas. A detección da interacción é moi 
dependente da distancia, podendo producíren falsos negativos nas 
interaccións en multucomplexos ou con proteínas moi grandes. 
A microscopía confocal é outra técnica baseada na microscopía que 
tamén se emprega para a visualización, colocalización e estudo da 
interacción de proteínas in vivo. 
Resonancia de plasmón superficial (SPR): é un método in vitro que 
permite a detección de parámetros cinéticos e termodinámicos das 
interaccións proteicas. Baséase na medición dos cambios rexistrados no 
índice de refracción ao se uniren proteínas purificadas a unha fase sólida. 
Require a utilización de proteínas purificadas e, ademais, a unión da 
proteína á fase sólida pode modificar a súa capacidade para formar 
                                                             
171 Snider J, Kittanakom S, Damjanovic D, Curak J, Wong V, Stagljar I. Detecting 
interactions with membrane proteins using a membrane two-hybrid assay in yeast. Nat 
Protoc. 2010;5:1281-93. 
172 Ciruela F. Fluorescence-based methods in the study of protein-protein interactions in 
living cells. Curr Opin Biotechnol. 2008;19:338-343. 
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complexos, o que require a utilización de controis adecuados. Alén diso, o 
medio no que se atopen as proteínas así como a súa conformación poden 
condicionar o ensaio. 
Métodos de bioloxía estrutural e docking: estas técnicas xogan na 
actualidade un papel clave na clasificación, organización e sondaxe das 
implicacións dos datos experimentais. A cristalografía de raios X e a 
resonancia magnética nuclear (RMN) son os dous métodos principalmente 
empregados para identificar a estrutura 3D das proteínas, tanto illadas como 
formando complexos e son necesarios para a identificación de certos 
mecanismos funcionais dos sistemas biolóxicos. 
Sistemas bioinformáticos e bases de datos: para a interpretación de 
datos xenómicos e proteómicos e realizar análises estatísticas dos datos 
desenvolvéronse numerosos sistemas bioinformáticos e bases de datos 
(DAVID, GENECODIS, KEGG, MINT, MIPS, STRING e HPRD), moi 
empregados na actualidade para o análise de secuencias e estruturas de 
proteínas. 
Existen outras técnicas non comentadas, como a ultracentrifugación 
analítica, o equilibrio de sedimentación, a cromatografía de exclusión por 
tamaños, as técnicas de dispersión de luz, entre outras, que tamén se 
empregan amplamente nos estudos de interaccións proteicas.  
Neste traballo para o estudo das interaccións proteicas empregáronse 
técnicas electroforéticas nativas (hrCNE) e desnaturalizantes (SDS-PAGE), 
así como as súas variantes bidimensionais (2-D hrCNE/SDS-PAGE e 2-D 
hrCNE/hrCNE), o axente de cross-linking químico Sulfo-SBED e 
cromatografía de inmunoafinidade combinada con MS. 
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7. Nanopartículas 
O estudo das aplicacións biomédicas dos nanosistemas sufriu un grande 
auxe na última década; no entanto, non se trata dunha disciplina nova; os 
liposomas e dendrímeros foron desenvolvidos hai trinta anos e na 
actualidade existen comercializados varios medicamentos baseados nesta 
tecnoloxía. O termo nanopartículas abrangue unha grande variedade de 
produtos de diferente forma, tamaño, estrutura e natureza química e con 
numerosas aplicacións na biomedicina: diagnóstico, investigación, 
liberación de medicamentos, terapia xénica, adxuvante da resposta inmune 
etc. Neste traballo centrarémonos nas nanopartículas como sistemas 
empregados para a renaturalización de proteínas e como vehículo vacinal. 
As nanopartículas defínense pola FDA como calquera material 
particulado cun tamaño de 1-1000 nm. Nos últimos anos o 
desenvolvemento de vacinas de subunidades, de composición cada vez máis 
sinxela en comparación coas clásicas vacinas de microorganismos mortos 
ou atenuados, levou á necesidade de deseñar sistemas de liberación para 
mellorar o procesamento dos antíxenos e de adxuvantes 
inmunoestimuladores para activar ou incrementar a resposta inmune
173
. As 
nanopartículas actúan como sistemas de liberación e/ou como adxuvantes, 
permitindo a administración e estabilidade de macromoléculas complexas 
como as proteínas, simulando a súa presentación durante o proceso 
infeccioso. Existen diferentes sistemas empregados na elaboración de 
formulacións vacinais (Táboa 3). A elección do tipo de sistema dependerá 
das características do antíxeno que se precise incorporar e da 
funcionalidade que se pretenda obter. As nanopartículas permiten a 
presentación dos antíxenos de diferentes formas, na súa superficie ou 
                                                             
173 Zhao L, Seth A, Wibowo N, Zhao CX, Mitter N et al. Nanoparticle vaccines. 
Vaccine. 2014;32:327-337. 
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encapsulándoos no seu interior, así como unha liberación lenta e unha 
exposición prolongada. 
As propiedades das nanopartículas, tamaño, carga, forma e 
hidrofobicidade, xogan un papel crucial na interacción dos sistemas coas 
células presentadoras de antíxenos. En xeral as nanopartículas cun tamaño 
similar aos patóxenos poden ser facilmente recoñecidas polas células 
presentadoras de antíxenos. As células dendríticas recoñecen 
preferentemente partículas de 20-200 nm, mentres que os macrófagos 
recoñecen partículas de 500-5000 nm
174
. Porén, existen numerosos estudos 
que discrepan deste criterio; estas discrepancias pódense deber ás 
propiedades intrínsecas de cada material, polo que cada material tería un 
tamaño óptimo para producir unha resposta inmune apropiada
175
. A carga e 
a forma tamén teñen un papel importante. As partículas catiónicas inducen 
unha maior captación polas células do sistema inmune ao estabelecer 
interaccións electrostáticas coas membranas das células, mais teñen maior 
tendencia a inducir hemólise e agregación plaquetaria. As partículas 







                                                             
174 Xiang SD, Scholzen A, Minigo G, David C, Apostolopoulos V et al. Pathogen 
recognition and development of particulate vaccines: does size matter? Methods. 
2006;40:1-9. 
175 Yan S, Gu W, Xu ZP. Re-considering how particle size and other properties of 
antigen-adjuvant complexes impact on the immune responses. J Colloid Interface Sci. 
2013;395:1-10. 
176 Gregory AE, Titball R, Williamson D. Vaccine delivery using nanoparticles. Front 
Cell Infect Microbiol. 2013;3:13. 
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PEG: polietilenglicol, PLA: acido poliglicólico, PLGA: ácido poli lactico glicólico, g-PGA: ácido poli g-
glutámico. PC: fosfatidilcolina, DPPC: dipalmitoil fosfatidilcolina, DMPG: dimiristoil fosfatidilglicerol: MFLA: 
lípido A monofosforilado. 
 
A actividade imunoestimulante das nanopartículas depende de diversos 
mecanismos
177
: 1) a liberación do antíxeno que implica a penetración nos 
tecidos, acceso aos vasos linfáticos e presentación ás células presentadoras 
de antíxeno que, como se indicou, dependen das propiedades das 
nanopartículas, 2) o efecto de depósito que promove a persistencia, 
estabilidade, integridade conformacional e liberación gradual do antíxeno e 
3) a coagregación e activación de receptores de células B pola presentación 
repetida do antíxeno na superficie. Outros mecanismos adicionais inclúen a 
transdución de sinais de receptores Toll-like dependentes e independentes, 
                                                             
177 Smith DM, Simon JK, Baker JR . Applications of nanotechnology for immunology. 
Nat Rev Immunol. 2013;13:592-560 
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presentación cruzada ao MCH I pola liberación citosólica do antíxeno da 
nanopartícula tras a captación polo fagosoma, e liberación de citocinas, 
quimiocinas e moléculas inmunomoduladoras que regulan a resposta 
inmune. Estes mecanismos permiten que as nanopartículas actúen como 
adxuvantes tanto da resposta inmune humoral como celular promovento 
unha resposta T-dependente. 
Aínda que xa existen nanovacinas no mercado (Táboa 4), a súa 
utilización é aínda incipiente e requírese da mellora na reproducibilidade 
dos procesos de síntese e o seu escalado, na estabilidade, obtendo sistemas 
que non se agregen e con propiedades permanentes e adecuadas, a 
toxicidade, a presentación dos antíxenos na súa conformación nativa e 
aumentar o coñecemento sobre a relación das propiedades físicas das 
nanopartículas coa súa distribución no organismo, e interacción cos 
sistemas biolóxicos a diferentes niveis. 
Táboa 4. Vacinas humanas presentes actualmente no mercado que incorporan 
nanopartículas (tomada e modificada de Correia-Pinto JF et al, 2013). As referencias desta 
táboa móstranse na páxina 259. 





ArepanrixTM AS03 Emulsión Influenza 
PandemrixTM AS03 Emulsión Influenza 
Fluad
TM
 MF59 Emulsión Influenza  
FocetriaTM MF59 Emulsión Influenza 
HumenzaTM AF03 Emulsión Influenza 
EpaxalTM Virosoma Liposomas Hepatitis A 
InflexalTM Virosoma Liposomas Influenza 
Gardasil®XXXIII Partículas de L1 VLP VPH 
Cervarix®XXXIII Partículas de L1 VLP VPH 
Hecolin®XXXIV Partículas de HEV VLP Hepatitis E 
       VLP: virus like particle, VPH: virus do papiloma humano. 
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7.1. Liposomas 
Os liposomas son estruturas esféricas pechadas constituídos por bicapas 
lipídicas con un ou máis compartimentos acuosos internos. Están formados 
por lípidos non tóxicos e biodegradábeis, xeralmente fosfolípidos e 
colesterol. Os liposomas e sistemas derivados son as nanopartículas máis 
prometedoras e máis amplamente empregadas. Na actualidade existen 





 etc.), dúas vacinas (Táboa 4), e ademais, os liposomas seguen 
a ser os sistemas mais empregados nas numerosas formulacións vacinais 
baseadas en nanosistemas que se atopan actualmente en fase de ensaios 
clínicos
178
. Son, polo tanto, sistemas seguros e amplamente estudados. 
Unhas das principais vantaxes destes sistemas son a súa versatilidade e 
plasticidade
179
. A composición e proceso de preparación dos liposomas, 
selección dos lípidos, carga, tamaño, distribución de tamaño e tipo de unión 
e localización do antíxeno, pode ser deseñada para obter sistemas coas 
propiedades desexadas. Os liposomas poden incorporar diferentes tipos de 
moléculas en función das súas propiedades químicas; os compostos 
solúbeis en auga (proteínas, péptidos, ácidos nucleicos, hidratos de carbono 
etc.) poden ser incorporados dentro do espazo interior acuoso dos 
liposomas, mentres que os compostos lipofílicos (lipopéptidos, proteínas 
transmembrana etc.) poden ser intercalados na dobre capa lipídica. 
Ademais, os compoñentes poden ser asociados á superficie dos liposomas 
por adsorción ou unión química estable. Os liposomas tamén permiten 
realizar co-formulacións que conteñan diferentes tipos de moléculas ou 
                                                             
178 Correia-Pinto JF, Csaba N, Alonso MJ. Vaccine delivery carriers: insights and future 
perspectives. Int J Pharm. 2013;440:27-38. 
179 Watson DS, Endsley AN, Huang L. Design considerations for liposomal vaccines: 
influence of formulation parameters on antibody and cell-mediated immune responses to 
liposome associated antigens. Vaccine. 2012;30:2256-2272. 
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adxuvantes inmunoestimuladores (CpG, LPS, lípido A monofosforilado 
(MPLA) etc.) para adaptar o sistema a aplicacións concretas. 
Os liposomas pódense clasificar en función do seu tamaño, número de 
bicapas lipídicas e estrutura en (Fifura 6): vesículas multivesiculares 
(MVV) cun diámetro superior a 1 µm constituídas por unha vesícula que 
engloba varias vesículas non concéntricas, vesículas multilaminares 
(MLVs) cun diámetro de 500-5000 nm formadas por varias bicapas 
lipídicas concéntricas e vesículas unilaminares (ULVs) constituídas por 
unha única bicapa fosfolipídica cun compartimento central acuoso. As 
ULVs poden clasificarse, á súa vez, como vesículas unilaminares xigantes 
(GUVs) cun diámetro superior a 1 µm, vesículas unilaminares grandes 
(LUVs) cun diámetro de 100-1000 nm, e vesículas unilaminares pequenas 
(SUVs) cun diámetro de 25-100 nm. 
 
 
Figura 6. Clasificación dos liposomas en función do seu tamaño, número de bicapas e 
estrutura. 
 
Un dos principais inconvenientes dos liposomas, e das nanopartículas en 
xeral, é a súa inestabilidade. Os lípidos empregados na preparación dos 
liposomas tenden a se oxidaren ou a se hidrolizaren. A oxidación dos ácidos 
graxos insaturados e a hidrólise do grupo éster, que conecta os ácidos 
graxos coa molécula de glicerol e orixina a formación de ácidos graxos 
libres e lisofosfolípidos, producen cambios no tamaño, rixidez e 
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permeabilidade da bicapa. Estes procesos pódense evitar empregando 
axentes como o α-tocoferol, o BHT, conservando os liposomas en 
atmosferas de nitróxeno ou argon, protexidos da luz e reducido o contido de 
auga. Ademais, os liposomas teñen tendencia á agregación e a se fusionaren 
modificando as súas propiedades. A agregación é un proceso reversíbel ne 
que se forman acúmulos de liposomas individuais, mentres que a fusión é 
un proceso irreversíbel en que se forma unha nova estrutura. Ambos os 
procesos son máis frecuentes en SUV e están favorecidos pola presenza de 
irregularidades na membrana que se poden reducir coa incorporación de 
cantidades apropiadas de colesterol
180
, o cal actúa intercalándose nas 
bicapas de fosfolípidos estabilizándoas e impedindo a transición de fase. O 
escape dos compostos incorporados nos liposomas tamén é outra das súas 
limitacións. A incorporación de colesterol mellora a retención dos 
compoñentes
181
 e, no caso das moléculas lipofílicas insertadas na 
membrana, a súa incorporación en baixa proporción con respecto ao 
contido en lípidos mellora a súa retención. As condicións de 
almacenamento dos liposomas son cruciais para impedir a degradación. A 
liofilización en presenza de axentes crioprotectores é un dos procedementos 
máis empregados na conservación destes sistemas, xa que, incluso sen 
necesidade de frío, impide a alteración das súas propiedades. A eliminación 
da auga prevén a hidrólise dos lípidos e a baixa mobilidade molecular en 
fase sólida retrasa outros procesos de degradación química e física
180
. A 
elección do axente crioprotector e os procesos de conxelación, liofilización 
e reconstitución condicionan o mantemento das propiedades do produto. 
Os liposomas teñen numerosas aplicacións, a súa estrutura, similar á das 
células, fai que poidan ser usados como un sistema máis sinxelo para 
                                                             
180 Torchilin VP, Weissig V. Liposomes: A Practical Approach, 2nd ed. New York: 
Oxford University Press, 2003. 
181 Cagdas FM, Ertugral N, Bucak S, Atay NZ. Effect of preparation method and 
cholesterol on drug encapsulation studies by phospholipid liposomes. Pharm Dev Technol. 
2011;16:408-414. 
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estudar interaccións entre lípidos da membrana e biomoléculas como 
proteínas e ADN, a permeabilidade de ións e de fármacos, e o mecanismo 
de acción de praguicidas e de antibióticos sobre os organismos. Os 
liposomas empregáronse amplamente na renaturalización de proteínas para 
realizar estudos conformacionais e de interaccións lípido-proteína e 
proteína-proteína
182
. A bicapa lipídica restabelece o ambiente natural das 
proteínas nas membranas celulares, polo que os proteoliposomas son de 
especial interese no estudo e vehiculización de proteínas de membrana. 
Alén disto, os liposomas posúen interesantes propiedades 
inmunoestimulantes, xa que son sistemas capaces de liberaren o seu contido 
a células presentadoras de antíxenos, inducindo unha resposta inmune tanto 
humoral, mediada por anticorpos, como celular, resposta de linfocitos T
183
. 
Estas características fixeron que sexan empregados como vehículos 
vacinais. 
Na actualidade existen numerosos derivados tanto dos liposomas 
convencionais, constituídos por lípidos neutros ou aniónicos, como dos 
liposomas catiónicos. Os virosomas incorporan compoñentes de orixe 
vírica, son altamente inmunoxénicos e facilmente internalizados polas 
células. Os archeosomas incorporan glicerolípidos de arqueas e inducen 
unha resposta célular
184
, mais o seu proceso de biodegradación non é ben 
coñecido. Os denominados lipoplex son un complexo de lípidos catiónicos 
e ácidos nucleicos en que o ADN actúa como antíxeno ou como 
                                                             
182 Riguard JL, Lévy D. Reconstitution of membrane proteins into liposomes. En: 
Abelson JN, Simon MI (ed.). Methods in Enzymology. 372: Liposomes. Pasadena, 
California: Academic Press;2003. p. 65-86. 
183 Rao M, Rothwell SW, Wassef NM, Pagano RE, Alving CR. Visualization of peptides 
derived from liposome-encapsulated proteins in the trans-Golgi area of macrophages. 
Immunol Lett. 1997;59:99-105. 
184 Schwendener RA. Liposomes as vaccine delivery systems: a review of the recent 
advances. Ther Adv Vaccines. 2014;2:159-182. 
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 e os lipopoliplex son liposomas catiónicos en que o 
ADN é condensado cun policatión, a protamina, antes da súa adición ás 
vesículas preformadas
186
. Os niosomas están constituídos por un sulfactante 
non iónico e colesterol, e empréganse fundamentalmente para a 
administración tópica
187
. Tamén existen liposomas que incorporan 
compoñentes poliméricos tanto sintéticos como naturais que amplían a 
versatilidade destes sistemas. 
 
7.1.1. Métodos de produción de proteoliposomas 
A obtención de proteoliposomas é complexa xa que implica a 
incorporación das proteínas na estrutura da bicapa lipídica mantendo a súa 
conformación ou permitindo a súa renaturalización. Isto impón limitacións 
ás técnicas tradicionais de obtención de liposomas, como a degradación das 
proteínas e a heteroxenicidade na súa inserción. 
O método de preparación dos liposomas condiciona as súas propiedades 
(tamaño de partícula, polidispersión, carga superficial, estabilidade física 
etc.), que para a maioría das aplicacións deben ter unha distribución de 
tamaño homoxénea e alta estabilidade. Os métodos mais empregados son: 
Método convencional (método de solubilización e eliminación de 
deterxentes)
188
: Os lípidos disólvense en solventes orgánicos, xeralmente 
cloroformo ou mesturas cloroformo:metanol, que son posteriormente 
eliminados nun rotavapor para formar unha película lipídica sobre a parede 
dun matraz de fondo redondo. A capa lipídica solubilízase nunha solución 
                                                             
185 Caracciolo G, Amenitsch H. Cationic liposome/DNA complexes: from structure to 
interactions with cellular membranes. Eur Biophys J. 2012;41:815-829. 
186 Vangasseri DP, Han SJ, Huang L. Lipid-protamine-DNA-mediated antigen delivery. 
Curr Drug Deliv. 2005;2:401-406. 
187 Azeem A, Anwer MK, Talegaonkar S. Niosomes in sustained and targeted drug 
delivery: some recent advances. J Drug Target. 2009;17:671-689. 
188 Uhumwangho MU, Okor RS. Current trends in the production and biomedical 
applications of liposomes. JMBR. 2005;1:9-21. 
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acuosa de deterxentes e proteínas, dando lugar á formación de micelas 
mixtas lípido-proteína-deterxente e lípido-deterxente. A continuación, os 
deterxentes elimínanse por diálise, xel filtración, dilución ou adsorción, 
dando lugar á progresiva formación de bicapas lipídicas pechadas, que 
incorporan a proteína na súa estrutura
182
. Os deterxentes empregados e a 
cinética de eliminación condicionan o tamaño e o número de bicapas dos 
liposomas formados, MLVs ou LUVs, que serán estábeis sempre que a 
concentración residual do deterxente for inferior á súa concentración 
micelar crítica e poderán someterse a diferentes procesos para obter 
liposomas coas propiedades desexadas
180
. 
Método da sonicación: Implica a sonicación dos liposomas obtidos polo 
método convencional empregando pulsos de ultrasón de alta frecuencia 
para axitar a suspensión de liposomas e obter unha dispersión homoxénea 
de SUVs
188
. Os inconvenientes desta técnica son a incorporación de 
partículas metálicas á suspensión lipídica, que poden ser eliminadas por 
centrifugación, a formación de aerosois e, ao tratarse dunha técnica agresiva 
que produce a desorganización da bicapa, pode producir tanto a 
degradación dos lípidos ou das proteínas que se incorporen como a 
alteración da súa conformación
181
. 
Método da extrusión: os liposomas obtidos polo método convencional 
fórzanse a pasar repetidas veces a través de membranas de policarbonato 
cun determinado tamaño de poro
189
. Empregando membranas cun tamaño 
de poro adecuado obtense unha solución de ULVs homoxénea. Este método 
posúe como vantaxes ser rápido, pouco agresivo para as proteínas e a 
obtención de liposomas cun tamaño medio similar ao diámetro de poro 
                                                             
189 MacDonald RC, MacDonald RI, Menco BP, Takeshita K, Subbarao NK et al. 
Small-volume extrusion apparatus for preparation of large, unilamellar vesicles. Biochim 
Biophys Acta. 1991;1061:297-303. 
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empregado cunha distribución homoxénea. Ademais, é unha técnica 
facilmente adaptábel para a obtención de preparados estériles. 
Método dos solventes orgánicos: implica a utilización de solventes 
orgánicos en procesos como a inxección de etanol, infusión de éter ou a 
evaporación en fase reversa, polo que son pouco empregados na obtención 
de proteoliposomas. Na inxección de etanol os lípidos solubilízanse nunha 
solución de etanol e inxéctanse na solución de deterxentes e proteínas. Os 
liposomas son illados posteriormente por cromatografía de exclusión de 
tamaños. O principal inconveniente é a posibeis degradación das proteínas 
polos disolventes orgánicos. 
Dried–reconstituted vesicles ou hidratación-deshidratación (DRVs): 
implica a incorporación das proteínas a liposomas preformados. Os 
liposomas prepáranse polo método convencional, sen incorporar as 
proteínas, e posteriormente mestúranse coa suspensión das proteínas e 
liofilízanse e reconstitúense varias veces para permitiren a incorporación 
dos antíxenos.  
 
7.1.2. Liposomas como vehículo vacinal fronte ao 
meningococo 
A renaturalización dos antíxenos de membrana externa de N. meningitidis 
en liposomas comezouse a estudar a mediados dos anos 90 ante a 
necesidade de presentar ditos antíxenos na súa conformación nativa
95,190
. 
Esta estratexia foi e continúa a ser amplamente empregada; realizáronse 
numerosos estudos con múltiples antíxenos e diferentes adxuvantes (Táboa 
5) sendo a PorA a proteína máis estudada pola súa inmunodominancia. As 
                                                             
190 Muttilainen S, Idänpään-Heikkilä I, Wahlström E, Nurminen M, Mäkelä PH, 
Sarvas M. The Neisseria meningitidis outer membrane protein P1 produced in Bacillus 
subtilis and reconstituted into phospholipid vesicles elicits antibodies to native P1 epitopes. 
Microb Pathog. 1995;18:423-436. 
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diferenzas na composición dos liposomas, no seu proceso de preparación, 
na súa caracterización, na utilización de adxuvantes e no proceso de 
inmunización fan moi difícil a comparación entre os diferentes estudos. No 
entanto, demostrouse a capacidade dos liposomas de renaturalizaren 
antíxenos transmembrana restabelecendo a produción da resposta 
bactericida
191,192
 e a capacidade de vehiculizar outras proteínas cuxa 
resposta inmune non é dependente da súa conformación permitindo 
mellorar as súas propiedades inmunolóxicas
193,194
 e obter sistemas de 
composición definida e reproducíbel. Unicamente un candidato vacinal 
empregando liposomas chegou a estudarse nun ensaio clínico en fase I. 
Trátase dun sistema que incorpora un extracto de OMP e LOS detoxificado, 
mais a incorrecta incorporación das OMPs nos liposomas, probabelmente 
polo proceso de formación dos proteoliposomas e a necesidade de 
incorporar un maior número de inmunotipos de LOS para obter unha ampla 





                                                             
191 Wright JC, Williams JN, Christodoulides M, Heckels JE. Immunization with the 
recombinant PorB outer membrane protein induces a bactericidal immune response against 
Neisseria meningitidis. Infect Immun. 2002;70:4028-4034. 
192 Christodoulides M, Brooks JL, Rattue E, Heckels JE. Immunization with 
recombinant class 1 outer-membrane protein from Neisseria meningitidis: influence of 
liposomes and adjuvants on antibody avidity, recognition of native protein and the 
induction of a bactericidal immune response against meningococci. Microbiology. 
1998;144:3027-3037. 
193 Sardiñas G, Yero D, Climent Y, Caballero E, Cobas K et al. Neisseria meningitidis 
antigen NMB0088: sequence variability, protein topology and vaccine potential. J Med 
Microbiol. 2009;58:196-208. 
194 Hung MC, Heckels JE, Christodoulides M. The adhesin complex protein (ACP) of 
Neisseria meningitidis is a new adhesin with vaccine potential .MBio. 2013;4:1-13. 
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Táboa 5. Principais estudos realizados empregando a renaturalización de antíxenos 
meningococais en liposomas. As referencias desta táboa móstranse na páxina 262. 
Antíxeno Adxuvantes 
Composición e método de 
produción dos liposomas 
Comentarios Ref 
     
PorA 
Al(OH)3, AlPO4, 
MPLA, LPS lpxL1, 
LPS galE, MDP, 
Manosa. 
PC Xel filtración 
PC:Col 7:2   
Diálise-sonicación 
DMPC:DMPG:Col 
8:2:2 Dilución de 
deterxentes 
Efecto bactericida maior en liposomas 
que en micelas. Efecto variábel dos 
adxuvantes; os sales de aluminio parecen 
non mellorar a resposta, o MPLA e MDP 
impiden a actividade bactericida e o LPS 








Rendemento de incorporación do 30%. 
Adecuada renaturalización. Ningún soro 
foi bactericida mais induciron 









PC:Col 7:2  
Diálise-sonicación 
O soro de PorB adsorbida a Al(OH)3 non 
é bactericida, mentres que con liposomas 
e micelas si. A coincorporación de MPLA 





Inxección de etanol  
Os liposomas permiten a renaturalización 
da proteína mellor que en micelas. 
VI 
OpaB 







Inmunización i.n.  Renaturalización nos 
liposomas. Produción de IgA nasais, mais 
ningunha formulación foi bactericida. 
VII 
OpaJ  







Inmunización i.n. Recuperacion da 
conformación nativa. Produción de IgA 





Freund ou Al(OH)3 
co antíxeno soluble 
DPPC:Col 2:1 
DRVs 
Todos os soros son bactericidas mais só o 
obtido con liposomas induce protección 
parcial pasiva en modelo animal de rata. 
VIII 
NMB0088 
Freund ou Al(OH)3 
co antíxeno solubel 
DPPC:Col 2:1 
DRVs 
Administración i.p e i.n. Con adxuvante 
de Freund non foi bactericida. Os 
liposomas produciron os títulos máis 
elevados e produciron protección pasiva 
en modelo animal de rata. 
IX 
OpJ  
AlPO4, LPS LpxL1 




deterxente e filiación 
Liposomas de 174.6 a 222.3 nm PDI 
0.20±0.03. O AlPO4 impide a actividade 
bactericida da OpJ nos liposomas. Os 
LPS modificados só exercen acción 
adxuvante cando están libres (non 





PC:Col 7:2  
Diálise-sonicación 
A ProB en liposomas non produce 
actividade bactericida; debese só a PorA. 





- 93 - 
 
Continuación táboa 5    
Antíxeno Adxuvantes 
Composición e método de 
produción dos liposomas 
Comentarios Ref 
     
Mip 
Al(OH)3 co antíxeno 
solubel e MPLA con 
Liposomas e micelas  
PC:Col 7:2  
Diálise-sonicación 
O Al(OH)3 impide a actividade 
bactericida da Mip en solución. Títulos 









Ensaio clínico en fase I. Incorrecta 
incorporación das OMPs. Boa resposta 
fronte ao LOS. 
XII 






deterxentes e diálise. 
Liposomas de 55-68 nm. A incorporación 
en liposomas permite a detoxificación do 
LOS. TbpB lipidada actúa como 
adxuvante da resposta fronte ao LOS.  
XIV 
ACP 
Al(OH)3 co antíxeno 
solubel e MPLA con 
Lip e micelas  
PC:Col 7:2  
Diálise-sonicación 
Adición de MPLA impide a actividade 
bactericida. Os títulos máis elevados con 






Os liposomas induciron unha resposta 
similar á vacina VA-MENGOC-BC a 
menor dose, con menor reactividade na 
administración e unha resposta T-
dependente maior.  
XVI 
Chp60 
Al(OH)3 co antíxeno 
solubel e MPLA con 
Liposomas e micelas  
PC:Col 7:2  
Diálise-sonicación 
Adición de MPLA impide a actividade 
bactericida. Títulos mais elevados en 
micelas ou con Al(OH)3. Non 
reactividade cruzada. 
XVII 
CTB: subunidade B da toxina colérica. DRVs :dried–reconstituted vesicles i.n.: intranasal. PC: fosfatidilcolina. DOPS: dioleil 
fosfatidilserina. Col: colesterol. DMPG: dimiristoil fosfatidilglicerol, DPPC: dipalmitoil fosfatidilcolina. MDP:muramil dipeptido, 
MPLA: lípido A monofosforilado. 
 
Un dos aspectos mais controvertidos é a utilización de adxuvantes da 
resposta inmune xunto cos liposomas. Como xa se indicou, os liposomas 
posúen unha importante capacidade adxuvante. No caso das vacinas fronte 
ao meningococo permiten, en xeral, a obtención de maiores títulos de 
actividade bactericida respecto ao antíxeno libre, así como a mellora doutros 
indicadores de protección, indución de fagocitose e produción de protección 
pasiva en animais, presentándose como un vehículo moi prometedor. Os 
sales de aluminio e o MPLA presentan un efecto variábel a depender do 
antíxeno estudado, chegando incluso a impedir a actividade 
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. O efecto adxuvante mais estábel parece obterse ao 
incorporar LPS ou derivados detoxificados, aínda que o procedemento de 




8. Indicadores de protección 
A baixa incidencia da enfermidade meningocócica, a excepción do “cinto 
africano da meninxite”, fai que os estudos clínicos de eficacia necesarios 
para a aprobación das vacinas non se poidan realizar. A eficacia das vacinas 
antimeningococais estímase a partir de ensaios en que se avalía unha 
determinada función inmunolóxica, obtendo uns resultados que se 
empregan como indicadores de protección fronte á enfermidade. Polo tanto, 
os indicadores de protección considéranse substitutos dos criterios de 
valoración clínica. 
 
8.1. Ensaio de actividade bactericida (SBA) 
A actividade bactericida dos anticorpos do soro é considerado 
actualmente o indicador de protección máis apropiado fronte á enfermidade 
meningococal
196
, empregándose para avaliar a eficacia das vacinas 
antimeningococais. A importancia dos anticorpos bactericidas na resposta 
inmune demóstrase por diferentes evidencias: a capacidade do antisoro 
meningococal de reducir notabelmente a mortalidade por enfermidade 
meningococal, a baixa frecuencia de segundos episodios producidos polo 
mesmo serogrupo durante epidemias, a relación inversamente proporcional 
entre a incidencia da enfermidade e a prevalencia dependente da idade de 
                                                             
195 Arenas J, van Dijken H, Kuipers B, Hamstra HJ, Tommassen J et al. 
Coincorporation of LpxL1 and PagL mutant lipopolysaccharides into liposomes with 
Neisseria meningitidis opacity protein: influence on endotoxic and adjuvant activity. Clin 
Vaccine Immunol. 2010;17:487-495. 
196 Borrow R, Balmer P, Miller E. Meningococcal surrogates of protection--serum 
bactericidal antibody activity. Vaccine. 2005;23:2222-2227. 
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anticorpos bactericidas, a alta susceptibilidade á doenza de individuos con 
defectos nos compoñentes finais do sistema do complemento e a eficacia 
das vacinas polisacarídicas e de OMVs que inducen anticorpos 
bactericidas
197
. Polo tanto, dado que a protección fronte á enfermidade 
meningococal está mediada pola presenza de anticorpos bactericidas no 
soro, aínda que non necesariamente só por estes, o aumento no título 
bactericida do soro despois da inmunización pode relacionarse coa 
protección fronte á enfermidade meningocócica.  
O ensaio de actividade bactericida (SBA) emprégase para a 
determinación da actividade bactericida do soro. Neste ensaio dilucións 
seriadas do soro co sistema do complemento inactivado combínanse in vitro 
cunha preparación estandarizada do meningococo en medio líquido e cunha 
fonte de complemento exóxena. Os anticorpos recoñecerán a superficie da 
bacteria a través de antíxenos proteicos ou carbohidratos. A subunidade 
C1q do sistema do complemento unirase á rexión Fc do anticorpo unido á 
superficie do meningococo, activando a vía clásica do sistema do 
complemento que conducirá á morte da célula bacteriana. O título de 
actividade bactericida do soro exprésase como a máxima dilución do soro 
que produce unha mortalidade das células bacterianas ≥50% respecto ás 
células presentes antes da incubación. 
En 1969 Goldschneider e colaboradores no Walter Reed Army Institute of 
Research (WRAIR) demostraron que a susceptibilidade á enfermidade 
invasiva está vinculada a baixos niveis de anticorpos bactericidas no soro 
fronte á cepa patoxénica do meningococo, e estabeleceron como indicador 
de protección fronte ao meningococo do serogrupo C un titulo de actividade 
                                                             
197 Frasch CE, Borrow R, Donnelly J. Bactericidal antibody is the immunologic 
surrogate of protection against meningococcal disease. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B112-
116. 
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bactericida do soro ≥1/4198. Estes traballos realizáronse empregando soro 
humano agammaglobulémico como fonte de complemento exóxena. Porén, 
o complemento humano é difícil de obter e de estandarizar para conseguir 
resultados comparábeis entre laboratorios. En 1979 o Comité de Expertos 
en Estandarización Biolóxica da Organización Mundial da Saúde 
recomendou a utilización de complemento de cría de coello comercial 
(Baby Rabbit Complement) como alternativa nos SBA estandarizados para 
a avaliación das vacinas polisacarídicas
199
. Este ensaio emprégase tamén 
como apoio para a aprobación das vacinas, para o que o 90% ou máis dos 
adultos inmunizados deben presentar, tras recibiren a vacina, un incremento 
de polo menos dous títulos na actividade bactericida do soro en SBA cando 
se ensaie fronte á cepa diana
199
.  
O meningococo é mais susceptibel á acción do complemento de coello 
debido á actividade da proteína fHbp que lle proporciona certa resistencia á 
morte mediada polo complemento humano
200
. Este feito levou á 
reavaliación do SBA como indicador de protección para a súa realización 
con complemento de coello e estabeleceuse unha boa correlación a un título 
≥1/8201,202. Os estudos de eficacia das vacinas conxugadas demostraron a 
forte correlación entre un título de actividade bactericida con complemento 
de coello ≥1/8 e a eficacia vacinal a curto prazo en adolescentes. No 
entanto, para a avaliación da protección a longo prazo é preciso unha maior 
                                                             
198 Goldschneider I, Gotschlich EC, Artenstein MS. Human immunity to the 
meningococcus. I. The role of humoral antibodies. J Exp Med. 1969;129:1307–1326. 
199 World Health Organisation. Requirements for meningococcal polysaccharide vaccine. 
World Health Organization technical report series, no. 594. Geneva, Switzerland: World 
Health Organization;1976. 
200 Granoff DM, Welsch JA, Ram S. Binding of complement factor H to Neisseria 
meningitidis is specific for human fH and inhibits complement activation by rat and rabbit 
sera. Infect Immun. 2009;77:764–769. 
201 Borrow R, Andrews N, Goldblatt D, Miller E. Serological basis for use of 
meningococcal serogroup C conjugate vaccines in the United Kingdom: Reevaluation of 
correlates of protection. Infect Immun. 2001;69:1568–1573. 
202 Trotter C, Borrow R, Andrews N, Miller E. Seroprevalence of meningococcal 
serogroup C bactericidal antibody in England and Wales in the pre-vaccination era. 
Vaccine. 2003;21:1094–1098. 
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comprensión das bases inmunolóxicas, xa que os títulos de SBA 
subestimaron a eficacia das vacinas
196
. 
Con base na correlación observada fronte ao serogrupo C, o SBA, xunto 
con ensaios de ELISA, empregouse tamén con éxito para determinar a 
inmunoxenicidade de vacinas fronte aos serogrupos A, W e Y. No entanto, 
a correlación do SBA empregando complemento de coello ou complemento 
humano parece non ser tan consistente para estes serogrupos
203
. No caso do 
serogrupo B, a inmunoxenicidade das vacinas de OMVs foi inicialmente 
determinada mediante SBA, propoñendo como título protectivo ≥1/4 ou 
incremento de dúas dilucións 
204,196
; e estabeleceuse que a actividade 
bactericida é apropiada como primeira aproximación para avaliar a 
inmunoxenicidade
205
. Porén, a pesar de que actualmente a SBA segue a ser 
o indicador empregado fronte ao serogrupo B, existen dúbidas da 
necesidade de ter que acadar ese umbral, e outros mecanismos de 
protección parecen xogar un papel importante na adquisición de 
inmunidade
206
. Ademais, a formación de anticorpos bactericidas fronte ás 
OMVs está dirixida fundamentalmente fronte á PorA, o estudo doutros 
antíxenos pode implicar outros mecanismos inmunolóxicos en lugar ou 
ademais da actividade bactericida, requirindo novos indicadores de 
protección. 
 
                                                             
203 Gill CJ, Ram S, Welsch JA, Detora L, Anemona A. Correlation between serum 
bactericidal activity against Neisseria meningitidis serogroups A, C, W-135 and Y 
measured using human versus rabbit serum as the complement source. Vaccine. 
2011;30:29-34. 
204 Holst J, Feiring B, Fuglesang JE, Høiby EA, Nøkleby H et al. Serum bactericidal 
activity correlates with the vaccine efficacy of outer membrane vesicle vaccines against 
Neisseria meningitidis serogroup B disease. Vaccine. 2003;21:734-737. 
205 Borrow R, Carlone GM, Rosenstein N, Blake M, Feavers I, et al. Neisseria 
meningitidis group B correlates of protection and assay standardization--international 
meeting report Emory University, Atlanta, Georgia, United States, 16-17 March 
2005.Vaccine. 2006;24:5093-5107. 
206 Granoff DM. Relative importance of complement-mediated bactericidal and opsonic 
activity for protection against meningococcal disease. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B117-125. 
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8.2. Outros indicadores de protección 
Existen diversas evidencias da existencia de protección fronte ao 
meningococo con títulos de actividade bactericida do soro <1/4, o que se 
pode deber á implicación doutros mecanismos inmunolóxicos, á acción dos 
anticorpos bactericidas a títulos inferiores, á maduración do sistema inmune 
ou á acción combinada destes
200
. A resposta inmune fronte ao meningococo 
é complexa e a pesar de que a actividade bactericida do soro se correlacione 
coa protección, outros mecanismos inmunolóxicos poden estar implicados 
no resposta inmune protectiva. Particularmente, a resposta inmune fronte ás 
OMVs diríxese fronte a antíxenos subcapsulares que poden implicar outros 
mecanismos de destrución do patóxeno, ademais ou en lugar da produción 
de anticorpos bactericidas. Ademais, na actualidade o desenvolvemento de 
vacinas de subunidades proteicas require de novas estratexias para avaliar a 
resposta inmune que non subestimen o potencial destes antíxenos. 
Deseñáronse diversos ensaios para intentar avaliar outras funcións 
inmunolóxicas, aínda que se precisa un maior coñecemento dos 
mecanismos inmunolóxicos para estabelecer a súa correlación coa 
protección. Entre estes ensaios atópanse a unión de anticorpos a superficie, 
deposicións de compoñentes do complemento, ensaio de sangue total, 
opsonofagocitose, sistema de tipificación de antíxenos meningococais etc. 
O ensaio de sangue total mide a actividade bactericida do sangue total, 
incluíndo os procesos de fagocitose e a lise mediada polo complemento, 
empregando o complemento endóxeno e os compoñentes celulares do 
sistema inmune. Aínda que inicialmente se considerou un ensaio máis 
sensíbel
207
 que o SBA, require de grandes volumes de sangue fresco e é 
                                                             
207 Ison CA, Anwar N, Cole MJ, Galassini R, Heyderman RS et al. Assessment of 
immune response to meningococcal disease: comparison of a whole-blood assay and the 
serum bactericidal assay. Microb Pathog. 1999;27:207-214. 
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difícil de estandarizar, polo que non é apropiado para a avaliación das 
vacinas en ensaios clínicos
208
. 
O ELISA de anticorpos salivares empregouse tamén no estudo da 
resposta inmune fronte ás vacinas antimeningococais, xa que parte do éxito 
das vacinas polisacarídicas se debeu á inmunidade poboacional pola 
redución no número de portador debido á inmunidade a nivel das 
mucosas
209
. Trátase, polo tanto, dun  ensaio sinxelo que emprega unha 
mostra de recollida non invasiva e que proporciona información sobre o 
posíbel efecto no estado de portador. 
O ensaio de unión de anticorpos a superficie detecta a unión total de 
anticorpos á superficie da bacteria. Permite coñecer a accesibilidade dun 
determinado antíxeno na superficie do meningococo, mostrou unha boa 
correlación con outros ensaios e emprégase en combinación con estes para 
estudar os mecanismos inmunolóxicos
208
. 
Os ensaios de deposición de compoñentes do sistema do complemento 
permiten, ademais de realizar un seguimento dos mecanismos da actividade 
bactericida, avaliar a eliminación do patóxeno mediante outros mecanismos 
diferentes. Varios estudos demostraron a existencia de anticorpos fronte ao 
meningococo que, a pesar de non posuíren actividade bactericida, confiren 
resistencia á bacteremia
210,211
. Esta protección parece estar mediada pola 
                                                             
208 Findlow J, Taylor S, Aase A, Horton R, Heyderman R et al. Comparison and 
correlation of Neisseria meningitidis serogroup B immunologic assay results and human 
antibody responses following three doses of the Norwegian meningococcal outer 
membrane vesicle vaccine MenBvac. Infect Immun. 2006;74:4557-4565. 
209 Borrow R, Fox AJ, Cartwright K, Begg NT, Jones DM. Salivary antibodies 
following parenteral immunization of infants with a meningococcal serogroup A and C 
conjugated vaccine. Epidemiol Infect. 1999;123:201-208. 
210 Welsch JA, Moe GR, Rossi R, Adu-Bobie J, Rappuoli R et al. Antibody to genome-
derived neisserial antigen 2132, a Neisseria meningitidis candidate vaccine, confers 
protection against bacteremia in the absence of complement-mediated bactericidal activity. 
J Infect Dis. 2003;188:1730-40. 
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deposición de C3b na superficie do meningococo que actúa como ligando 
de células fagocíticas permitindo a eliminación do patóxeno. Ademais, a 
cuantificación do MAC (C5b-9), elemento final do sistema do 
complemento, permite unha mellor análise dos procesos de eliminación do 
meningococo. Por tanto, a determinación da deposición de compoñentes do 
sistema do complemento pódese empregar como indicador da capacidade 
do soro de mediar mecanismos inmunolóxicos protectivos. 
A opsonofagocitose é un proceso de eliminación do meningococo ben 
coñecido
212
 e é o principal mecanismo de eliminación deste patóxeno en 
individuos con deficiencias nos compoñentes finais do sistema do 
complemento
213
. A cuantificación da eliminación do meningococo 
mediante opsonofagocitose, determinada no ensaio de opsonofagocitose 
(OPA), é considerado un importante indicador de protección; porén, 
actualmente non existe unha metodoloxía estandarizada. As técnicas máis 
empregadas baséanse na citometría de fluxo, como os métodos empregados 
polo National Institute of Public Health (NIPH) de Noruega
214
 e polo 
Public Health of England (PHE) do Reino Unido
215
. No entanto, as grandes 
diferenzas experimentais, o uso de células meningococais vivas ou mortas, 
as diferentes células efectoras, a fonte de complemento, as condicións de 
                                                                                                                                                          
211 Welsch JA, Rossi R, Comanducci M, Granoff DM. Protective activity of monoclonal 
antibodies to genome-derived neisserial antigen 1870, a Neisseria meningitidis candidate 
vaccine. J Immunol. 2004;172:5606-5615. 
212 Plested JS, Granoff DM. Vaccine-induced opsonophagocytic immunity to Neisseria 
meningitidis group B. Clin Vaccine Immunol. 2008;15:799-804. 
213 Schlesinger M, Greenberg R, Levy J, Kayhty H, Levy R. Killing of meningococci by 
neutrophils: effect of vaccination on patients with complement deficiency. J Infect Dis. 
1994;170:449-53. 
214 Aase A, Bjune G, Høiby EA, Rosenqvist E, Pedersen AK et al. Comparison among 
opsonic activity, antimeningococcal immunoglobulin G response, and serum bactericidal 
activity against meningococci in sera from vaccinees after immunization with a serogroup 
B outer membrane vesicle vaccine. Infect Immun. 1995;63:3531-3536. 
215 Funnell SGP, Taylor S, Pryer H, Reddin K, Hudson MJ et al. Development of 
meningococcal whole cell antibody surface labeling and opsonophagocytic assays for 
assessment of vaccines containing proteins. En: XVIIIth International Pathogenic Neisseria 
Conference. Oslo, Norway: 2002. P251. 
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A metodoloxía do NIPH detecta a actividade fagocítica de granulocitos 
polimorfonucleares tinxidos dun doante polo aumento da actividade 
respiratoria nos granulocitos ao metabolizar o meningococo, expresando o 
resultado como títulos do soro. O ensaio do PHE determina a actividade 
fagocítica pola emisión de fluorescencia de células HL60 diferenciadas a 
granulocitos ao fagocitar as células meningococais tinxidas, expresando os 
resultados como índice de fluorescencia a unha dilución do soro constante. 
Unha das vantaxes desta técnica é que non emprega células de doante 
permitindo unha maior estandarización. A actividade opsónica do soro 
correlaciónase cos títulos de IgG fronte ás OMVs, a PorA e a PorB 
determinados mediante ELISA e co SBA
216
, polo que se considera un 
importante valor engadido nos ensaios vacinais, a pesar de que aínda non 
exista unha relación directa coa eficacia.  
Dada a complicación de realizar os ensaios de actividade bactericida 
fronte a un panel amplo de cepas, as compañías farmacéuticas 
desenvolveron unha serie de ensaios que permitan estimar a cobertura das 
novas vacinas de subunidades fronte a un amplo número de cepas. Pfizer 
desenvolveu o ensaio de expresión de antíxeno de superficie 
meningocócica
217
 que emprega a citometría de fluxo para determinar a 
cantidade de proteína fHbp na superficie da bacteria. Novartis Vaccines and 
Diagnostics desenvolveu o sistema de tipificación de antíxenos 
meningococais (meningococcal antigen typing system [MATS]) que 
combina ensaios de ELISA para detectar diferenzas cualitativas e 
                                                             
216 Vermont C, van den Dobbelsteen G. Neisseria meningitidis serogroup B: laboratory 
correlates of protection. FEMS Immunol Med Microbiol. 2002;34:89-96. 
217 Harris SL, Zhu D, Murphy E, McNeil LK, Wang X et al. Preclinical evidence for the 
potential of a bivalent fHBP vaccine to prevent Neisseria meningitidis Serogroup C 
Disease. Hum Vaccin. 2011;7 Suppl:68-74. 
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cuantitativas dos antíxenos con información xenotípica da PorA
218
. A pesar 
de que o MATS se ten correlacionado coa mortalidade das cepas en SBA, 
realizando unha predición da susceptibilidade das cepas ensaiadas á 
resposta inmune producida pola vacina Bexsero
®
, este ensaio non avalía a 
resposta inmune xerada, polo que non se pode considerar un indicador de 
protección real e será preciso agardar á existencia de datos reais de 
cobertura para coñecermos a súa utilidade. 
 
                                                             
218 Donnelly J, Medini D, Boccadifuoco G, Biolchi A, Ward J et al. Qualitative and 
quantitative assessment of meningococcal antigens to evaluate the potential strain coverage 
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As principais vacinas empregadas actualmente fronte ao meningococo do 
serogrupo B son as baseadas en OMVs. A resposta inmune fronte a estas 
vacinas diríxese fundamentalmente fronte aos complexos de porinas, 
constituídos principalmente polas dúas porinas meningococal, PorA e PorB, 
e ademais por outras proteínas minoritarias como a RmpM. Diversos 
estudos demostraron que, a pesar da grande inmunodominancia da proteína 
PorA, os epitopos conformacionais entre as proteínas que constitúen os 
complexos teñen tamén un importante papel na resposta inmune producida. 
A eficacia das vacinas de OMVs é limitada, sendo dependente da idade 
(descende en nenos menores de 2 anos) e, debido á grande variabilidade dos 
antíxenos maioritarios, é específica de cepa resultando eficaces 
principalmente fronte á cepas homólogas (mesma PorA) á empregada para 
a súa obtención. Alén disto, estas vacinas presentan outras importantes 
limitacións: son sistemas producidos directamente a partir de cultivos 
bacterianos, polo que a súa composición non se coñece con exactitude, e 
incorporan unha grande cantidade de antíxenos minoritarios e certos 
compoñentes tóxicos como o LPS. A súa composición e propiedades físicas 
poden variar dependendo do procedemento de produción e da cepa 
empregada, e presentan unha baixa estabilidade. 
Nos últimos anos predominaron dúas liñas de investigación nas novas 
vacinas antimeningococais. Por unha parte a búsca de novos antíxenos 
minoritarios para a obtención de vacinas de subunidades que permitan obter 
formulacións de composición definida e eficaces fronte a un amplo número 
de capas. Recentemente autorizáronse dúas novas vacinas de subunidades 
fronte ao serogrupo B; porén, o seu uso e aínda moi restrinxido e 
controvertido. No caso da vacina Bexsero, a súa utilización vese limitada 
polo seu elevado custo de produción e a complexidade da súa composición, 
que non conseguiu eliminar as OMVs. No caso de Trumenba, as súas 
limitacións débense á restrición no uso a maiores de dez anos. Ademais, 
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ambas as vacinas carecen de datos de eficacia fronte a un amplo panel de 
cepas. A outra estratexia centrouse na mellora das vacinas de OMVs 
mediante a utilización de novos procedementos de produción que non 
requiran do uso de deterxentes e a utilización de cepas modificadas 
xeneticamente para modular a expresión dos antíxenos de interese e reducir 
a toxicidade, mais aínda non conduciu a aprobación de novas vacinas.  
Por tanto, a procura de novas vacinas eficaces, seguras, estábeis e 
economicamente accesíbeis fronte á N. meningitidis do serogrupo B 
continua a ser un reto. Este obxectivo require un maior coñecemento do 
proteoma de membrana externa deste microorganismo, tanto para continuar 
a procura de novos antíxenos como para obter novas formulacións con 
mellores propiedades dos principais antíxenos meningococais. 
Neste traballo preséntanse tres obxectivos principais e unha serie de 
obxectivos parciais: 
1. Analizar a formación e estrutura dos complexos proteicos obtidos ao 
incorporar diferentes combinacións das proteínas recombinantes PorA, 
PorB e RmpM en liposomas e a influencia da estequiometría das 
porinas na formación dos complexos. Para o cal plantexáronse os 
seguintes procedementos e análises:  
1.1. Expresión e purificación das proteínas recombinantes rPorA, rPorB 
e rRmpM. 
1.2. Renaturalización dos complexos proteicos en liposomas. 
1.3. Análise mediante electroforese nativa hrCNE e electroforese 
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2. Estudo da asociación da proteína RmpM aos complexos de porinas, 
identificación da rexión de unión a estes e estudo da súa implicación 
noutros complexos proteicos. Para o cal plantexáronse os seguintes 
procedementos e análises: 
2.1. Análise dos complexos proteicos entre as dúas porinas e a RmpM 
en proteoliposomas empregando cross-linking químico. 
2.2. Estudo da rexión de unión da proteína RmpM aos complexos de 
porinas mediante a renaturalización das rexións N-terminal e C-
terminal en liposomas e identificación dos complexos formados por 
hrCNE. 
2.3. Identificación dos residuos implicados na unión da RmpM as 
porinas mediante a construción de proteínas truncadas no extremo 
N-terminal e estudo da súa interacción mediante renaturalización 
en liposomas e análise por hrCNE. 
2.4. Identificación de complexos proteicos nos que está implicada a 
proteína RmpM mediante cromatografía de inmunoafinidade e 
nanoLC-MS/MS. 
3. Estudo do potencial vacinal das formulacións de liposomas que 
conteñen as proteínas rPorB, rPoA e/ou RmpM. Para o cal 
plantexáronse os seguintes procedementos e análises: 
3.1. Estudo da estabilidade dos proteoliposomas durante o 
almacenamento en suspensión a 4 ºC ou tras liofilización a 
temperatura ambiente empregando diferentes axentes 
crioprotectores. 
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OMVs-based vaccines continue to be the leading prevention strategy 
against serogroup B meningococcus. The immune response against these 
vaccines is primarily directed to porin complexes, which are mainly formed 
by porins PorA and PorB, and also by other minoritary proteins such as 
RmpM. Several studies showed that, despite the immunodominance of the 
PorA, conformational epitopes as a result of protein interactions also have 
an important role in the immune response. OMVs-based vaccines have a 
limited efficacy, the degree of protection appears to be dependent on age 
(being poorly immunogenic in children under 2 years) and, due the high 
variability of the major antigens, they provide protection mainly against 
stains that are homologous (same PoA) to the strain used for their 
development. Furthermore, these vaccines have other important limitations: 
they are systems directly produced from bacterial cultures, so their 
composition is variable and incorporate a large number of minor antigens 
and some toxic components such as LPS, and their composition and 
physical properties vary depending on the production process and the strain 
used and also features low stability. 
In the last few years, two approaches have been followed for vaccine 
development. The first one is the searching for new minority antigens to 
produce subunit vaccines that allow obtaining formulations of defined 
composition and effective against a large diversity of strains. Recently, two 
of these vaccines Bexsero and Trumenba have been licensed; however, its 
use is still restricted and controversial. The use of the Bexsero vaccine is 
limited due to its high production cost and the complexity of its 
composition, due to the presence of OMVs. Safety of Trumenba is not 
acceptable for children under 10 years. Moreover, no efficiency data against 
a wide range of strains are available for these vaccines. The second 
approach focused on improving OMVs vaccines through the use of new 
production procedures that do not require detergents and through the use of 
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new genetically modified strains to modulate the expression of the desired 
antigens and reduce the toxicity. However, this approach has not yet led to 
the license of any new vaccine. 
Therefore, the search for new effective, safe, stable and affordable 
vaccines against serogroup B N. meningitidis remains a challenge, and 
requires a greater knowledge of the outer membrane proteome of this 
microorganism both to continue the search of new antigens and to obtain 
new formulations with improved properties of the major antigens. 
In this work, three main objectives and a number of sub-objectives are 
proposed: 
1. Analysis of the structure of protein complexes obtained when different 
combinations of the recombinant proteins PorA, PorB, and RmpM are 
incorporated into liposomes and the influence of the stoichiometry of 
both porins in the formation of the complexes. To accomplish this 
objective, the following analyses are proposed: 
1.1. Expression and purification of the recombinant proteins PorA, 
rPorB and rRmpM 
1.2. Refolding of protein complexes into liposomes. 
1.3. Analysis by hrCNE native electrophoresis and bidimensional 
electrophoresis hrCN/SDS-PAGE of protein complexes formed. 
2. Study of the association of rRmpM to porin complexes, the 
identification of binding regions and its involvement in other protein 
complexes. To accomplish this objective, the following analyses are 
proposed: 
2.1. Analysis of protein complexes formed by the two porins and 
RmpM into protoliposomes by chemical cross-linking. 
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2.2. Study of the binding region of the RmpM to porin complexes 
by refolding of N-terminal and C-terminal regions into 
liposomes and identification of formed complexes by hrCNE 
2.3. Identification of the residues involved in RmpM binding to 
porins by construction of N-terminal region truncated proteins 
and study of its interaction by refolding into liposomes and 
analysis with hrCNE 
2.4. Identification of RmpM involving protein complexes by 
immunoaffinity chromatography and nanoLC-MS/MS. 
3. Study of the vaccine potential of proteoliposome formulations 
containing the proteins rPorB, rPorA and/or RmpM. To accomplish this 
objective, the following analyses are proposed: 
3.1. Analysis of the stability of proteoliposomes during storage in 
suspension at 4 ºC and lyophilized at room temperature using 
different cryoprotective agents. 






















CAPÍTULO I: Caracterización dos complexos de porinas e RmpM   
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1. INTRODUCIÓN 
As principais vacinas fronte ao meningococo do serogrupo B están 
baseadas nas porinas de membrana externa incluídas en OMVs, nas que os 
complexos proteicos de porinas se presentan na súa conformación nativa. 




, nas cales 
se combinan antíxenos de diferentes serogrupos e as vacinas empregadas 









 respectivamente. Dada 
a grande utilización dos complexos de porinas, o seu estudo conformacional 
resulta de interese xa que podería permitir a mellora das ditas vacinas. 
As porinas PorA e PorB posúen unha estrutura en β–barril formando 
homo- ou heterotrímeros
219,220,129 
onde as rexións transmembrana son 
altamente conservadas e os bucles expostos ao exterior posúen as rexións 
hipervariábeis responsábeis da  clasificación en serosubtipos e serotipos 
respectivamente. As asociacións entre estas porinas dan lugar á formación 
de epitopos non lineais que poden desempeñar un papel crucial no 
desenvolvemento da resposta inmune protectiva
221
. 
A proteína RmpM (reduction-modificable protein M) é unha proteína 
moi conservada á que se lle atribúe unha función estrutural. Asóciase ao 
peptidoglicano mediante unións non covalentes a través do dominio OmpA 
do seu extremo C-terminal
131
 e únese tamén a OMPs como Omp85, LbpA, 
TbpA, FrpB
144,143
e os complexos de porinas. Nestes últimos a RmpM 
                                                             
219 Janse C, Wiese A, Reubseat L, Dekker N, Cock H et al. Biochemical and biophysical 
characterization of in vitro folded outer membrane porin PorA of Neisseria meningitidis. 
Biochim Biophys Acta. 2000; 5; 464: 284-298. 
220 Massari P, King CA, MacLeod H, Wetzler LM. Improved purification of native 
meningococcal porin PorB and studies on its structure/function. Protein Expr Purif. 2005; 
44: 136–146. 
221 Ito HO, Nakashima T, So T, Hirata M, Inouea M. Immunodominance of 
conformation-dependent B-cell epitopes of protein antigens. Biochem Biophys Res Común. 
2003;308: 770–776. 
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atópase como dímeros formando complexos heterooligoméricos coas 
porinas
219
. Por tanto, a RmpM xoga un importante papel na estabilización 
dos complexos de membrana externa e está presente nalgunhas das actuais 
vacinas baseadas en OMVs
101,102
.Os anticorpos fronte a este antíxeno non 
posúen actividade bactericida nin opsónica mais, ao contrario do que se 
pensaba inicialmente, non interfiren na actividade bactericida dos 
anticorpos fronte aos principais antíxenos
142
. 
Tanto as porinas como a RmpM exprésanse con éxito de forma 
heteróloga en E. coli
131,192,222
, obténdose grandes cantidades de proteína de 
elevada pureza. Diversos estudos que empregaron as porinas recombinantes 
demostraron que para lograr unha adecuada resposta inmune, que orixine 
anticorpos bactericidas, é imprescindíbel a recuperación da súa estrutura 
nativa, o que se ten realizado mediante a súa incorporación a 
liposomas
223,191
. A incorporación en proteoliposomas produce, ademais da 
recuperación da capacidade para producir anticorpos bactericidas, unha 
importante función como adxuvantes, especialmente ao se formular con 
outras moléculas adxuvantes
224
. Os proteoliposomas son modelos moi 
adecuados para a renaturalización de OMPs ao mimetizaren o seu ambiente 
natural na membrana externa e OMVs, para o estudo da actividade, función 
e interaccións lípido-proteína e proteína-proteína e, ademais, son sistemas 
de composición consistente e ben definida
182
. 
Para realizar a análise dos complexos proteicos renaturalizados en 
liposomas é imprescindíbel conservar a súa conformación. A hrCNE é unha 
                                                             
222 Sánchez S, Abel A, Marzoa J, Gorringe A, Criado MT et al. Characterisation and 
immune responses to meningococcal recombinant porin complex incorporated into 
liposomes. Vaccine. 2009; 27:5338-5343. 
223 Arigita C, Kersten GF, Hazendonk T, Hennink WE, Crommelin DJ, et al. Restored 
functional immunogenicity of purified meningococcal PorA by incorporation into 
liposomas. Vaccine. 2003; 21: 950-960. 
224 Arigita C. Bevaart L, Everse LA, Koning GA, Hennink WE et al. Liposomal 
meningococcal B vaccination: role of dentritic cell targeting in the development of a 
protective immune response. Infectium and Immunity . 2003; sept: 5210-5218. 
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electroforese nativa en que se incorpora tanto no tampón de cátodo como no 
tampón de mostra unha mestura de deterxentes, un aniónico como o 
deoxicolato sódico (DOC) e un ou máis deterxentes neutros como n-
dodecil-β-D-maltosido (DDM), n-octil-β-D-glucopiranosido (OG), 
dixitonona ou Triton-X-100. As micelas mixtas dos deterxentes confírenlle 
ás proteínas a carga neta negativa necesaria para a súa solubilización e 
migración ao ánodo e permite conseguir unha elevada resolución
165
. Unha 
segunda dimensión desnaturalizante mediante SDS-PAGE (2-D hrCN/SDS-
PAGE) permite separar os complexos proteicos nas súas subunidades 
constituíntes para analizar a súa composición. Ao realizar unha segunda 
dimensión empregando hrCNE (2-D hrCN/hrCNE) na que se muda o 
deterxente empregado no tampón de cátodo, modifícase a mobilidade dos 
complexos permitindo separar complexos que presenten a mesma 
mobilidade na primeira dimensión. Estas técnicas permitíronnos un mellor 
estudo dos complexos de porinas
129
. Un estudo previo realizado no noso 
laboratorio demostrou mediante BNE que as porinas recombinantes son 




Neste traballo analízanse a formación e estrutura dos complexos 
proteicos obtidos ao incorporar diferentes proteínas recombinantes (rPorA, 
rPorB e rRmpM) en liposomas e a influencia da estequiometría das porinas 
na formación dos complexos. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. Cepas bacterianas e conservación 
A cepa de N. meningitids H44/76 (B: 15:P1.7,16: ST-32, ET-5) e as 
cepas de E. coli empregadas para a expresión das porinas recombinantes 
(rPorA e rPorB) foron amabelmente doadas polo Dr. Ian Feavers (National 
Institute for Biological Standards and Control [NIBSC], Reino Unido). As 
cepas recombinantes proceden dun clon de E. coli One Shot TOP 10 co 
vector de expresión pTrcHis2 TOPO (Invitrogen, USA). O plásmido contén 
un xene de resistencia a kanamicina, unha cola de histidinas (His-Tag) e un 
epitopo c-may empregado para o seguimento do xene da proteína 
recombinante correspondente. 
O plásmido de expresión pET-20b (Novegen, USA) co xene da proteína 
recombinante RmpM (rRmpM) foi amabelmente doado pola Dra. Buchanan 
(Laboratory of Molecular Biology, National Institute of Diabetes and 
Digestive and Kidney Diseases, Reino Unido). Este plásmido foi clonado 
nunha cepa de E. coli BL21 por shock térmico, 30 s a 42 ºC, incubación 1 h 
en medio SOC e cultivo en medio sólido LB con 50 µg/ml de ampicilina 
para obter o clon de expresión da proteína recombinante. O plásmido 
contén un xene de resistencia á ampicilina, unha His-Tag e un epitopo c-
may para o seguimento do xene da proteína recombinante. 
As bacterias foron, en todos os casos, conservadas a – 80 ºC, 
resuspendidas nunha solución estéril de leite descremado ao 10 %. Para os 
clons de E. coli a partir dos cultivos orixinais realizouse un illamento en 
medio 2xYT con antibiótico, 30 µg/ml de kanamicina no caso dos clons de 
PorA e PorB e 50 µg/ml de ampicilina para o da RmpM, que se incubou 24 
h a 37 ºC. Realizouse un céspede a partir dunha colonia illada que se 
incubou 8 h nas mesmas condicións. O céspede foi recollido e resuspendido 
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en leite descremado preparándose alícuotas de 300 µl. No caso da cepa 
H44/76 de N. meningitidis o procedemento foi similar, empregándose 
medio Choc-Iso enriquecido con Biovitex ao 1% (Biolife, Milán, Italia) e 
incubacións en atmosfera húmida enriquecida en CO2 (5%). 
 
2.2. Condicións de cultivo de N. meningitidis 
A partir de dous céspedes de medio Choc-Iso enriquecido con Biovitex 
ao 1%, preparouse unha suspensión bacteriana en medio líquido Müeller-
Hinton (Oxoid, Unipath Ltd. Basingstoke, Hamshire, Reino Unido) 
axustando a absorbancia a 540 nm entre 1,6 e 1,8. Desta suspensión 
bacteriana inoculáronse 8 ml nun matraz con 400 ml de medio líquido 
Müeller-Hinton cunha concentración de 100 μM de Desferal 
(Deferoxamina mesilato [Sigma-Aldrich, Inc., Saint Louis, Missouri, 
EEUU]) como quelante de ferro para obter condicións de restrición de ferro 
similares ás existentes no medio fisiolóxico. Incubouse durante 12 h a 37 ºC 
con axitación constante de 180 rpm. 
 
2.3. Obtención de vesículas de membrana externa de N. 
meningitidis 
As OMVs obtivéronse segundo unha modificación do protocolo descrito 
por Gómez e colaboradores
225
. As células matáronse por calor mediante 
inmersión do matraz nun baño a 56 ºC durante 1 h e recuperáronse por 
centrifugación 10.000 x g durante 10 min a 4 ºC. A pellet resuspendeuse en 
auga Milli-Q (4 ml/g de pellet peso húmido). As células sometéronse a 3 
pases por Prensa de French a unha presión de 1,1x10
5
 kPa e a solución 
                                                             
225 Gómez JA, Criado MT, Ferreirós CM. Cooperation between the components of the 
meningococcal transferrin receptor, TbpA and TbpB, in the uptake of transferrin iron by 
the 37- kDa ferric-binding protein (FbpA). Res Microbiol. 1998; 149: 381-387. 
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obtida centrifugouse a 10.000 x g, 10 min a 4 ºC para precipitar os restos 
celulares. O sobrenadante ultracentrifugouse a 200.000 x g durante 10 min a 
4 ºC e o precipitado resuspendeuse en auga Milli-Q cun 0,02% (p/v) de 
azida sódica. A concentración de proteína cuantificouse empregando a 
técnica do ácido bicinconínico (BCA)
226
 segundo as indicacións do 
fabricante (Protein Assay Reagent, Pierce, Rockford, IL, EEUU). As OMVs 
conserváronse a – 80 ºC até a súa utilización. 
 
2.4. Expresión das proteínas recombinantes 
Para a expresión das proteínas recombinantes empregouse unha 
modificación do método descrito por Sambrook e colaboradores
227
. Os 
clons de E. coli cultiváronse durante 24 h a 37 ºC en medio sólido YT2x 
con 30 µg/ml de kanamicina no caso dos clons para a expresión da PorA e 
PorB e 50 µg/ml de ampicilina para o da RmpM. Posteriormente, 
empregáronse dúas colonias para inocular tubos con 10 ml de YT2x co 
correspondente antibiótico e incubáronse 18 h a 37 ºC con axitación 
constante de 180 rpm. A suspensión bacteriana obtida empregouse para 
inocular 500 ml do mesmo medio que se incubaron 1 h nas mesmas 
condicións. A expresión das proteínas recombinantes induciuse por adición 
de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG de Sigma, USA) a unha 
concentración final de 0,2 mM e incubando 4 h nas mesmas condicións. As 
células precipitáronse por centrifugación a 10.000 x g durante 20 min e 
resuspendéronse en 25 ml de PBS engadindo lisozima (Lysocyme, Sigma, 
USA) e inhibidor de proteasas (Proteasa Inhibitor Cocktail, Sigma, USA) a 
unha concentración final de 0,1 mg/ml e 250 μl/g respectivamente e 
almacenáronse a – 20 ºC. 
                                                             
226 Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH et al. Measurement 
of protein using bicinchoninic acid. Anal Biochem. 1985;150:76-85. 
227
 Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Molecular cloning: a laboratory manual, 2nd ed. 
Cold Spring Harbor, N.Y: Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989. 
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2.5. Purificación das proteínas recombinantes 
A purificación realízase por cromatografía de afinidade a ións metálicos 
inmobilizados (IMAC), empregando columnas de niquel-ácido 





. As células recuperáronse 
por centrifugación a 10.000 x g durante 20 min, resuspendéronse en tampón 
de lise (urea 8 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris-HCL 10 mM, e imidazol 20 mM, 
pH 8) e sonicáronse aplicando 10 pulsos de 10 s con paradas de 30 s. O 
material insolúbel separouse por centrifugación a 20.000 x g durante 1 h a 
15 ºC. O sobrenadante aplícouse a una columna de 5 ml de Ni-NTA 
previamente equilibrada con 25 ml de tampón de lise. A columna lavouse 
con 75 ml de tampón de lavado (urea 8 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris-HCL 10 
mM e imidazol 20 mM, pH 6,3) e a proteína recombinante eluíuse con 30 
ml de tampón de elución (urea 8 M, NaH2PO4 0,1 M, Tris-HCL 10 mM e 
imidazol 500 mM, pH 5.9). Recolléronse alícuotas de 3 ml que se 
analizaron por dot-blotting empregando tinción con Vermello Ponceau e 
por SDS-PAGE. A proteína nas alícuotas de interese precipitouse con 
etanol ao 80 % (v/v), 18 h a 4 ºC e recolleuse por centrifugación a 15.000 x 
g durante 10 min a 15 ºC, lavándose dúas veces con auga desionizada. A 
proteína finalmente resuspendeuse en tampón HEPES 10 mM pH 7,2 cun 
0,1% (p/v) de SDS no caso das porinas, e cuantifícouse empregando a 




                                                             
228 Christodoulides M, Jolley KA, Heckels JE. En: Recombinant proteins in vaccine 
development. Andrew J. Pollard, Martin C. J. Maiden (eds). Meningococcal Vaccines: 
Methods and Protocols. Totowa, New Jersey: Humana Press, 2001. p. 167-180. 
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2.6. Obtención do soro anti-rRmpM 
A obtención do soro de rato anti-rRmpM realizouse segundo un 
protocolo previamente descrito
229
, empregando como antíxeno a proteína 
rRmpM purificada. Inmunizáronse por inxección intraperitoneal 10 femias 
de rato CBA de catro semanas de idade que recibiron tres doses do antíxeno 
espazadas 14 días. O protocolo de inmunización por rato foi o seguinte: 
 Día 0: 5 μg de rRmpM en 50 μl de auga dilúense con 50 μL 
de adxuvante completo de Freund. 
 Día 14 e 28: 5 μg de rRmpM en 50 μl de auga dilúense con 
50 μL de adxuvante incompleto de Freund. 
A extracción do sangue realizouse 5 días despois da terceira inmunización. 
O sangue deixouse coagular 1 h a temperatura ambiente (TA) e a 
continuación incubouse 3 h a 4 ºC para retraer o coágulo. O soro obtido 
centrifugouse a 2.000 x g durante 10 min, filtrouse a través de membranas 
de 0,22 µm e almacenouse en alícuotas de 200 μl a -80 ºC. 
 
2.7. Incorporación de proteínas recombinantes a 
nanosistemas 
As proteínas recombinantes purificadas foron incorporadas a diferentes 
tipos de nanosistemas para intentar a súa renaturalización. Ensaiáronse tres 
tipos de nanopartículas, nanopartículas de ácido colomínico e espermidina 
(NP1), nanopartículas de condroitinsulfato e espermidina (NP2) e 
liposomas (Lip) de fosfatidilcolina e colesterol. 
 
                                                             
229 Brodeur BR, Larose Y, Tsang P, Hamel J, Ashton F et al. Protection against 
infection with Neisseria meningitidis group B serotype 2b by passive immunization with 
serotype-specific monoclonal antibody. Infect Immun. 1985; 50: 510-516. 
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2.7.1. Incorporación das proteínas recombinantes ás 
NP1 e NP2 
As nanopartículas NP1 e NP2 foron preparadas en colaboración co grupo 
de investigación NANOBIOFAR do Departamento de Farmacia e 
Tecnoloxía Farmacéutica da Facultade de Farmacia. As nanopartículas 
compostas por ácido colomínico (compoñente aniónico) reticulado con 
espermina (NP1) e condroitinsulfato (compoñente aniónico) reticulado con 
espermina (NP2), preparáronse por xelificación iónica nunha proporción 
2:1 compoñente aniónico:axente reticulante. Un mililitro do compoñente 
aniónico, a concentración de 2 mg/ml, mestúrase con 1 mg de proteína en 
axitación e a continuación engadironse 0.5 ml de espermina a concentración 
0,8 mg/ml, formándose as partículas espontaneamente. 
 
2.7.2. Preparación de proteoliposomas 
Os proteoliposomas preparáronse por diálise-extrusión segundo unha 
modificación do protocolo descrito por Humphries e colaboradores
230
.  
- Preparación da solución proteica: diluíronse 0,5 mg de 
proteína en 0,5 ml de tampón HEPES 10 mM, pH 7,2 cun 2% (p/v) 
de SDS (concentración final de proteína 1 mg/ml) e 2 ml de tampón 
HEPES 10 mM, pH 7,2 con 0,5 mg de OG (Fluka, Slovakia) e 
incubouse 3 h a TA. 
- Preparación da capa lipídica: disolveuse L-α-fosfatidilcolina 
(Sigma, USA) e colesterol (Sigma, USA) a unha proporción de 6:2, 
empregando unha cantidade total de 20 mg/g de proteína, en 
cloroformo (3 ml/mg de proteína). O disolvente eliminouse nun 
                                                             
230
 Humphries HE, Williams JN, Blackstone R, Jolley KA, Yuen HM et al. Multivalent 
liposome-based vaccines containing different serosubtypes of PorA protein induce cross-
protective bactericidal immune responses against Neisseria meningitidis. Vaccine. 2006 
;24:36-44. 
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rotavapor a 25 ºC, formándose a capa lipídica sobre a parede do 
matraz. 
A capa lipídica solubilizouse coa solución proteica e incubouse 1 h a TA. 
A continuación dializouse a solución fronte a 500 ml de PBS cun 0,0001% 
de thimerosal, con axitación constante, durante 72 h a 4 ºC con recambios 
cada 24 h do tampón. Os liposomas do tamaño desexado obtivéronse por 
extrusión secuencial (Mini-Extruder, Avanti Polar Lipids Inc., Alabama, 
USA) realizando 5 pases a través de membranas de 0,8 µm, 5 pases a través 
de membranas de 0,4 µm e 13 pases a través de membranas de 0,1 µm. 
Finalmente os liposomas precipitáronse por centrifugación a 200.000 x g 
durante 20 min a 4 ºC, realizando dous lavados con 1 ml PBS, e 
resuspendéronse en 2 ml de PBS. 
A cuantificación da proteína incorporada nos liposomas realízase de 
forma indirecta no sobrenadante tras a centrifugación empregando a técnica 
do BCA. 
 
2.8. Medida do tamaño de partícula 
A medida do diámetro medio e índice de polidispersión (PDI) dos 
proteoliposomas preparados realizouse por dynamic light scattering (DLS) 
empregando un Zetasizer nano ZS (Malvern Instruments Ltd, 
Worcestershire, Reino Unido). As mostras diluíronse 1:100 en auga Milli-Q 
e a medida do tamaño realizouse a 25 ºC. A dispersión da luz detectouse 
nun ángulo de 173º e os tamaños de partícula, obtidos mediante unha 
función de autocorrelación, exprésase como diámetro promedio baseado na 
intensidade da luz dispersa. O PDI é unha medida da amplitude da 
distribución de tamaños e da heteroxenicidade da preparación.  
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2.9. Electroforese en xel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
As electroforeses SDS-PAGE realizáronse de acordo ao protocolo 
descrito por Laemli
231
, empregando un sistema Mini-PROTEAN 3 Cell® 
(Bio-Rad Lab., Richmond, CA, USA) en xel vertical de poliacrilamida (PA) 
ao 10% (p/v) en presenza do deterxente aniónico SDS (Tris-HCl 0,375 M a 
pH 8,8, cun 0,1% de SDS (p/v), 0,05% (p/v) de persulfato amónico e 0,5% 
(p/v) de TEMED). Como xel separador empregáronse xeles de PA do 4%. 
As mostras diluíronse 1:1 en tampón de mostra de SDS-PAGE 2x 
(glicerol 10% (v/v), SDS 2% (p/v) a, 2-β-mercaptoetanol 0,7 M e azul de 
bromofenol 1,25x10
-3
 (v/v)) e incubáronse 10 min a 95 ºC para provocar a 
solubilización e desnaturalización das proteínas. No caso das electroforeses 
SDS-PAGE suaves prescindiuse das desnaturalización das mostras por 
calor. 
As electroforeses realizáronse a unha voltaxe constante de 200 v durante 55 
min. Os xeles fixáronse con ácido tricloroacético (TCA) ao 12% durante 60 
min e tinxíronse con Coomassie Brilliant Blue G250
232
 (CBB) durante 34 h. 
 
2.10. Electroforese unidimensional High resolution Clear 
Native Electrophoresis (1-D hrCNE) 
A separación dos complexos proteicos presentes nas OMVs e nos 
proteoliposomas realizouse mediante electroforese non desnaturalizante 
High resolution Clear Native Electrophoresis segundo unha modificación 
do protocolo descrito por Witting e colaboradores
165
. 
                                                             
231 Laemmli UK. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of 
bacteriophage T4. Nature. 1970; 227: 680-685. 
232 Neuhoff, V, Stam, R, Eibl, H. Clear background and highly sensitive protein staining 
with Coomassie Blue dyes in polyacrilamide gels: a systematic analisys. Electrophoresis. 
1985; 6: 427-448. 
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- Soporte electroforético: as electroforeses realizáronse nun sistema 
Mini-PROTEAN 3 Cell
®
 (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, USA); 
empregáronse minixeles nativos en gradiente de PA do 5-15% ou do 8-
11% de 1 mm de grosor contendo Bis-Tris 50 mM, ácido 6- 
aminohexanoico 500 mM, glicerol 15,3% (v/v) (só incluído na solución 
de maior porcentaxe de PA), persulfato amónico 0,46% e TEMED ao 
0,046% (v/v). Os gradientes preparáronse empregando o sistema Bio-
Rad Gradient Former® segundo as instrucións do fabricante. Os xeles 
almacenáronse a 4 ºC, durante un máximo de tres días, nunha solución 
de Bis-Tris 50 mM, ácido 6-aminohexanoico 500 mM até a súa 
utilización. Empregáronse xeles concentradores ao 4% de PA 
preparados no momento de realizar a electroforese. 
- Preparación das mostras: os proteoliposomas ou OMVs 
resuspendéronse en auga a unha concentración de 1 μg/μl e engadiuse 
tampón de mostra de hrCNE (Bis-Tris-HCl 50 mM, ácido 6-
aminohexanoico 1 M) e solución de DDM ao 10% (p/v) até a 
concentración final de ácido 6-aminohexanoico 87 mM, Bis-Tris-HCl 
4,3 mM e DDM a unha proporción DDM:proteína de 1:4 para os 
proteoliposomas ou 1:5 para as OMVs. Incubouse 30 min a TA e 
centrifugouse a 100.000 x g durante 15 min a 4 ºC. Recolleuse o 
sobrenadante e engadiuse un 10% (v/v) de tampón de carga (Glicerol 
ao 50% (v/v), Pounceau S ao 0,1% ). 
- Condicións da electroforese: empregouse tampón de ánodo con 
DDM (Tricina 50 mM, Bis-Tris-HCl 15 mM, DOC 0,05%, DDM 
0,02%, pH 7.0) e como tampón de cátodo Bis-Tris -HCl 50 mM, pH 
7,0. A electroforese realizouse a 4 ºC e voltaxe constante de 50 v 
durante a primeira hora e 100 v até o remate, empregando 
aproximadamente 6 h. Como indicadores da fronte da electroforese 
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empregouse un marcador coloreado BioRad Kaleidoscope Standard. 
Os xeles fíxáronse con TCA ao 12% e tinxíronse con CBB. 
 
2.11.  Electroforese bidimensional nativa/desnaturalizante (2-
D hrCNE/SDS-PAGE) 
Para a realización da segunda dimensión desnaturalizante empregáronse 
xeles separadores de PA ao 12% e 1,5 mm de grosor e xeles concentradores 
ao 4%. Os carrís da 1-D hrCNE cortáronse empregando como referencia os 
pozos do xel concentrador e incubáronse en tampón de mostra de SDS-
PAGE 1x durante 10 min a 95 ºC. As tiras colocáronse horizontalmente 
sobre o xel concentrador preparado empregando un pente cego. As 
electroforeses realizáronse nas condicións estándar da SDS-PAGE e os 
xeles fixáronse con TCA ao 12% e tinxíronse con CBB. 
 
2.12.  Electroforese bidimensional nativa/nativa (2-D 
hrCNE/hrCNE) 
Para a realización da electroforese 2-D hrCNE/hrCNE empregáronse 
xeles nativos en gradiente do 5-15 % de PA e 1,5 mm de grosor. Os carrís 
da 1-D hrCNE cortáronse como se indicou na sección anterior e 
colocáronse directamente sobre o xel concentrador preparado mediante a 
utilización dun pente cego. A electroforese realizouse empregando tampón 
de ánodo con TX100 (Tricina 50 mM, Bis-Tris -HCl 15 mM, DOC 0,05%, 
TX100 0,05% (v/v), pH 7,0). O tampón de cátodo e as condicións da 
electroforese foron as mesmas que na 1-D. Os xeles fixáronse con TCA ao 
12% e tinxíronse con CBB. 
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2.13.  Western-blotting 
Os ensaios de Western-blotting realizáronse seguindo protocolos estándar 
tras a separación dos complexos proteicos presentes nos proteoliposomas 
ou OMVs nunha 1-D hrCNE segundo o protocolo indicado na sección 2.10. 
Para o ensaio cortáronse dúas pezas de papel Whatman e unha membrana 
de nitrocelulosa do mesmo tamaño que o xel que se vai transferir e 
equilibráronse xunto coas esponxas de fibra 15 min nun baño de tampón de 
transferencia (Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20% (v/v), pH 9,2). 
Montouse o dispositivo en “sandwich” na seguinte orde: unha esponxa de 
fibra, un papel Whatman, o xel a transferir, a membrana de nitrocelulosa, 
un papel Whatman e outra esponxa de fibra, quedando a membrana situada 
entre o xel e o ánodo. 
A transferencia das proteínas do xel á membrana realizouse aplicando 
unha corrente constante de 350 mA durante 75 min a 4 ºC. Unha vez 
finalizada a transferencia, a membrana bloqueouse con tampón de bloqueo 
(Tris buffer saline (TBS) cun 5% de Blotto [Bio-Rad Lab., Richmond, CA, 
EEUU]) durante 1 h a TA en axitación constante e lavouse tres veces con 
TBS-Tween. A continuación a membrana incubouse co soro de rato anti-
rRmpM a dilución de traballo (1:100 ou 1:1000) en TBS-Tween con Blotto 
ao 1%, durante 90 minutos a 37 ºC en axitación. Após tres lavados con 
TBS-Tween, a membrana incubouse con anticorpos de coello anti-Ig de 
rato conxugados a peroxidasa diluídos 1:1000 en TBS-Tween con Blotto ao 
1% durante 90 min a 37 ºC en axitación. A membrana lavouse tres veces 
con TBS-Tween, revelouse con PBS/H2O2/4-cloro-1α-naftol durante 20 
min, e o revelado detívose con auga desionizada. 
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2.14. Análise informática das imaxes dos xeles 
Os xeles escaneáronse empregando o Bio-Rad GS-800 Calibrated 
Densiometer (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EEUU) a unha 
resolución de 1.200 dpi. Para a análise das imaxes empregáronse os 
programas PDQuest® versión 7.4.0 e o Quantity One® de Bio-Rad. Os 
pesos moleculares das proteínas e complexos proteicos aproximáronse 
empregando os estándares para SDS-PAGE de Bio-Rad, e o kit High 
Molecular Weight Calibration para electroforese nativa (Amersham 
Biosciences, GE Healthcare, Bukinghamshine, Reino Unido). 
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3. RESULTADOS 
3.1. Expresión e purificación das proteínas recombinantes 
A purificación das proteínas recombinantes realizouse por IMAC tras a 
obtención dun extracto proteico de proteína desnaturalizada que foi 
aplicado a columnas de Ni-NTA. Esta técnica permítenos obter grandes 
cantidades de proteína especialmente no caso das porinas, en que, a partir 
de 500 ml de cultivo en medio líquido, se obtívo de media 1 ml de solución 
cunha concentración de 5,78 mg/ml no caso da rPorA e de 3,78 mg/ml no 
caso da rPorB. Para a proteína rRmpM o rendemento foi menor, obtendo 1 
ml de solución cunha concentración de 1,23 mg/ml. As proteínas presentan 
unha elevada pureza, como se pode observar na electroforese SDS-PAGE 
realizada aos stocks obtidos de cada unha das proteínas purificadas (Figura 
7). A rPorA presenta unha Mm de 48 kDa, a rPorB de 43 kDa e a rRmpM 
de 38 kDa. As bandas inferiores correspóndense a fragmentos das propias 
proteínas debidos ao tratamento desnaturalizante da SDS-PAGE 
(comprobado por análise de espectrometría de masas). 
 
Figura 7. Análise por SDS-PAGE dos stocks das proteínas recombinantes purificadas.  
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3.2.  Estudo de unión das porinas meningococais a nanopartículas 
Para intentar a renaturalización das proteínas purificadas e a 
reconstitución dos complexos proteicos, as proteínas foron incorporadas a 
tres tipos de nanopartículas. As nanopartículas preparadas foron analizadas 
mediante electroforese SDS-PAGE en condicións suaves, prescindindo da 
desnaturalización por calor das mostras, para intentar non desnaturalizar 
completamente os posíbeis complexos proteicos formados e obter unha 
evidencia da súa presenza. 
Nas NP1 non se observa unión das porinas ás nanopartículas e nas NP2 
non se observan bandas a masas moleculares elevadas, unicamente as 
correspondentes aos monómeros das porinas, polo que non existe ningunha 
evidencia da renaturalización dos complexos proteicos. No caso dos 
liposomas, analizáronse liposomas que contiñan as dúas porinas (Figura 8). 
Ademais dos monómeros das porinas, obsérvase a existencia de complexos 
de maior Mm, que se corresponderían con dímeros entre as porinas 
(rPorA−rPorA, rPorA−rPorB e PorB−rPorB). Polo tanto, ao incorporar as 
porinas nos liposomas para obter proteoliposomas prodúcese a 
renaturalización das proteínas, polo que estes sistemas foron seleccionados 
para realizar os estudos de renaturalización dos complexos proteicos de 
membrana externa de N. meningitidis. 
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Figura 8. Análise por SDS-PAGE suave dos proteoliposomas que conteñen as dúas 
porinas meningococais. 
 
3.3. Caracterización dos proteoliposomas 
Para renaturalizar os complexos proteicos existentes nas OMVs nativas 
de N. meningitidis e estudar as interaccións entre as principais proteínas da 
membrana externa desta bacteria, as proteínas purificadas foron 
incorporadas en liposomas. 
Preparáronse proteoliposomas que incorporan as proteínas recombinantes 
en diferentes combinacións e proporcións para estabelecer as interaccións 
entre cada unha delas e o seu papel na formación dos complexos proteicos. 
A composición dos proteoliposomas, a nomenclatura empregada neste 
traballo e os tamaños medios obtidos para cada un deles, determinados 
mediante DLS, móstranse na táboa 6. Todos os proteoliposomas presentan 
un tamaño moi homoxéneo mais variábel, dependendo das diferentes 
combinacións das proteínas incorporadas, e superior aos dos LipC que non 
conteñen proteínas. A rPorA é a proteína que produce un maior incremento 
no tamaño dos proteoliposomas; ao diminuír o contido desta proteínas, 
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tamén diminúe o tamaño. En todos os casos os proteoliposomas presentan 
un tamaño nanométrico entre os 113 e 140 nm. 
A cuantificación indirecta, realizada sobre a proteína non incorporada 
que permanece no sobrenadante tras a precipitación dos proteoliposomas 
por centrifugación, mostrou un rendemento de incorporación das proteínas 
de aproximadamente o 80% en todos os casos.  
 
 
Táboa 6. Proteoliposomas preparados empregando diferentes combinacións e proporcións 
das proteínas recombinantes. A composición detállase para a preparación de 2,5 ml de 
proteoliposomas cun contido de 0,5 mg de proteína. As medidas do tamaño medio de 
partícula, expresadas en diámetro, obtivéronse por DLS. 
 
Nomenclatura Composición Diámetro (nm)* 
LipC (control) Sen proteína 95,4 ± 1,6 
LipA 0,5 mg rPorA 140,3 ± 1,4 
LipB 0,5 mg rPorB 113,7 ± 3,9 
LipAB 1:1 0,25 mg rPorA e 0,25 mg rPorB 138,3 ± 0,8 
LipAB 2:1 0,333 mg rPorA e 0,167 mg rPorB 130,2 ± 0,2 
LipAB 1:2 0,167 mg rPorA e 0,333 mg rPorB 138,2 ± 0,3 
LipAR 2:1 0,333 mg rPorA e 0,167 mg rRmpM 124,2 ± 1,0 
LipBR 4:1 0,4 mg rPorB e 0,1 mg rRmpM 114,4 ± 1,8 
LipABR 2:4:1 
0,143 mg rPorA, 0,285 mg rPorB e 0,071 mg 
rRmpM 
129,7 ± 2,4 
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3.4. Análise electroforética 1-D hrCNE 
Para o estudo dos complexos proteicos formados nos liposomas estes 
foron analizados mediante electroforese nativa 1-D hrCNE (Figura 9). Para 
estabelecer unha correlación entre os complexos proteicos formados nos 
proteoliposomas con diferentes combinacións das proteínas estudadas, 
realizouse unha numeración deles de menor a maior masa molecular, como 
se indica na Figura X no carril dos LipABR 2:4:1, no cal están presentes os 
principais complexos que se forman nas diferentes combinacións das 
proteínas. 
No caso dos LipA observamos un único tipo de complexo cunha Mm de 
205 kDa (C4), mentres que nos LipB se forman dous complexos cunha Mm 
de 142 (C1) e 104 kDa. En todos os liposomas que incorporan as dúas 
porinas simultaneamente (LipAB 1:1, 2:1, 1:2 e LipABR 2:4:1), alén das 
bandas anteriormente citadas, obsérvanse dúas de Mm intermedia 160 e 179 
kDa, C2 e C3 respectivamente. A intensidade das bandas é distinta en 
función da proporción das proteínas incorporadas. A incorporación da 
proteína rRmpM xunto coas porinas, LipABR 2:4:1, orixina a formación de 
tres novos complexos, un claramente observábel de 220 kDa (C5) e dous de 
intensidade baixa de 240 e 265 kDa, C6 e C7 respectivamente. Polo tanto, 
cando as tres proteínas están presentes fórmanse sete complexos de alta 
masa molecular (C1-C7) e un complexo de 104 kDa. 
Para estudar con máis detalle a participación da rRmpM na formación 
dos complexos de porinas, esta incorporouse a liposomas con cada unha das 
porinas por separado. Nos LipAR obsérvase unha banda maioritaria común 
cos demais liposomas que incorporan a rPorA (C4), e unha banda 
minoritaria de 292 kDa . Nos LipBR obsérvanse tres bandas, dúas comúns 
aos demais liposomas coa proteína rPorB (C1 e o complexo de 104 kDa) e 
unha banda de Mm coincidente con C5 que tamén se observa nos LipABR.   
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Figura 9. Análise electroforética 1-D hrCNE dos proteoliposomas. Os principais 
complexos proteicos detectados numeráronse de menor a maior Mm (C1-C7). 
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3.5. Análise electroforética 2-D hrCNE/hrCNE 
Para comprobar a posíbel existencia de complexos proteicos comigrantes 
na 1-D hrCNE, os proteoliposomas que conteñen as dúas porinas, LipAB, 
sometéronse a una análise electroforética bidimensional nativa/nativa na cal 
se realizaron secuencialmente dúas electroforeses nativas modificando o 
tampón de cátodo, empregando tampón con DDM na primeira dimensión e 
tampón con TX100 na segunda dimensión. 
En ningún caso se observa a existencia de complexos comigrantes; todos 
os complexos proteicos se sitúan nunha mesma diagonal e, como se observa 
pola posición dos estándares de Mm, presentan unha mobilidade 
electroforética dependente do tipo de deterxente presente no tampón de 
cátodo, sendo a súa mobilidade menor con TX100 (Figura 10). 
 
Figura 10. Análise electroforética 2-D hrCNE/hrCNE dos proteoliposomas LipAB 1:2 e 
LipAB 2:1, empregando tampón de cátodo con DDM na 1-D e con TX100 na 2-D. 
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3.6. Análise electroforética 2-D hrCNE/SDS-PAGE 
Para determinar a composición de cada un dos complexos illados na 1-D 
hrCNE realizouse unha segunda dimensión desnaturalizante, 2-D 
hrCN/SDS-PAGE (Figura 11). En todos os casos onde as rPorA e rPorB 
están presentes fórmase o correspondente homocomplexo que se 
corresponde coa aparición dun punto a unha Mm de 48 kDa na vertical do 
complexo C4 no caso da PorA, e puntos a un Mm de 43 kDa na vertical dos 
complexos C1 e 104 kDa no caso da PorB. Cando as dúas porinas están 
presentes fórmanse, ademais, dous tipos de heterocomplexos A/B con 
diferente estequiometría, detectados pola presenza na vertical dos 
complexos C2 e C3 de puntos a Mm correspondentes aos de cada un dos 
monómeros das porinas. 
Aínda que a visualización da rRmpM na 2-D non é moi clara, o 
complexo C5 presente nos LipABR e LipBR parece descompoñerse en 
monómeros de rPorB e rRmpM, polo que se trataría dun heterocomplexo 
B/R, e os complexos C6 e C7, só presentes nos LipABR, parecen estar 
constituídos por monómeros das dúas porinas e probabelmente por 
monómeros da rRmpM tratándose de heterocomplexos A/B/R. Nos LipAR 
a grande difusión da proteína rRmpM non permite detectar con claridade a 
súa participación na formación do novo complexo de 292 kDa (indicado 
cun * na figura 11), aínda que este parece descompoñerse unicamente en 
monómeros de rPorA. A dificultade de visualizar os complexos en que 
participa a rRmpM por técnicas electroforéticas, dada a súa baixa 
proporción nos proteoliposomas e a súa difusión nas análises en 2-D, fixo 
que estes se estudasen por Western-blotting, como se indica na seguinte 
sección.  
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Figura 11. Análise electroforética 2-D hrCNE/SDS-PAGE dos proteoliposomas. 
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En todos os casos podemos observar que os complexos maioritarios non 
se descompoñen por completo ao apareceren puntos na vertical dos 
complexos a masas moleculares superiores ás dos monómeros das porinas, 
que pola súa Mm se corresponden con dímeros das porinas con diferente 
composición (rPorA−rPorA, rPorA−rPorB e PorB−rPorB). 
 
3.7. Análise por Western-blotting 
Ante a dificultade para observar con claridade por técnicas 
electroforéticas os complexos proteicos en que a rRmpM está implicado, 
realizáronse ensaios en Western-blotting enfrontando ao soro anti-rRmpM 
os complexos proteicos separados na 1-D hrCNE dos proteoliposomas que 
incorporan a proteína rRmpM e nas OMVs da cepa H44/76 de N. 
meningitidis (Figura 12). 
Nas OMVs podemos observar que a proteína RmpM se acha formando 
parte de tres complexos proteicos, igual que ocorre no caso dos LipABR, 
onde esta proteína se detecta nas tres bandas de maior Mm C5, C6 e C7. 
Nos LipAR o soro anti-RmpM non recoñece ningún dos complexos 
formados, mentres que nos LipBR a rRmpM se detecta na banda de maior 
Mm, C5, coincidente coa primeira das bandas detectada nos LipABR, o que 
confirma que este é un heterocomplexo B/R. As outras dúas bandas dos 
LipABR de maior Mm en que se detecta a rRmpM serían, polo tanto, 
heterocomplexos A/B/R nos cales a presenza das dúas porinas é necesaria 
para a súa formación. En ningún caso se detecta evidencia dun complexo 
funcional entre as proteínas rPorA e rRmpM.  
Considerando os resultados das análises electroforéticas e do Western-
blotting e a estrutura trimérica suposta para os complexos de porinas, a 
composición dos complexos proteicos renaturalizados nos proteoliposomas 
sería a indicada na táboa 7. A estrutura trimérica dos complexos de porinas 
concorda tanto coa formación de dous tipos de heterocomplexos, como co 
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perfil de dímeros observados na 2-D hrCNE/SDS-PAGE. Segundo se 
observa na figura 9 (2-D), a desnaturalización parcial dos homocomplexos, 
C1 e C4, orixina unicamente o correspondente homodímero, mentres que 
nos complexos que incorporan as dúas porinas, C2 e C3, se forma o 
homodímero da porina maioritaria e o heterodímero A/B. 
 
 
Figura 12. Análise por Western-blotting (carril dereito, WB) dos complexos proteicos 
presentes nos proteoliposomas e en OMVs da cepa H44/76, separados por hrCNE (carril 
esquerdo), empregando soro anti-rRmpM. 
 
Táboa 7. Composición dos principais complexos proteicos formados nos proteoliposomas 
con diferentes combinacións das proteínas recombinantes rPorA (A), rPorB (B) e rRmpM 





104 kDa CxB BB LipB, LipAB, LipABR, LipBR 
C1 CxB BBB LipB, LipAB, LipABR, LipBR 
C2 CxAB BBA LipAB, LipABR 
C3 CxAB BAA LipAB, LipABR 
C4 CxA AAA LipA, LipAB, LipABR 
C5 CxBR BBB-R LipBR, LipABR 
C6 CxABR BBA-R LipABR 
C7 CxABR BAA-R LipABR 
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4. DISCUSIÓN 
As principais vacinas fronte ao meningococo do serogrupo B que están 
actualmente en uso baséanse na resposta inmune fronte ás OMVs, nas que 
os principais antíxenos son as porinas PorA e PorB. As porinas unicamente 
producen unha resposta inmune bactericida cando se achan na súa 
conformación nativa; a súa desnaturalización supón a perda das súas 
propiedades inmunolóxicas.  
Existen numerosos estudos proteómicos que demostraron a grande 
importancia dos complexos de porinas na membrana externa de N. 
meningitidis
101,102,233
. As porinas PorA e PorB son as proteínas maioritarias 
na membrana externa e forman parte de numerosos complexos proteicos. 
Moitos dos estudos de estrutura e función sobre as porinas meningococais 
realízanse empregando porinas purificadas de cepas mutantes defectivas 
nunha das porinas
220
 ou porinas recombinantes inseridas en 
liposomas
191,261,230
. Estas proteínas presentan unha conformación diferente á 
nativa e portan etiquetas que aumentan a súa masa molecular, o que pode 
afectar a súa posterior reconformación. A utilización de mutantes defectivos 
nunha porina altera notabelmente o perfil de complexos de porinas e 
produce modificacións na expresión doutras proteínas como a RmpM
234
, 
polo que non representan un bo modelo de estudo. 
Estudos realizados nos últimos anos no noso laboratorio empregando 
diferentes técnicas electroforéticas como a SDS-PAGE diagona
235
, a BNE 
                                                             
233 Lappann M, Otto A, Becher D, Vogel U. Comparative proteome analysis of 
spontaneous outer membrane vesicles and purified outer membranes of Neisseria 
meningitidis. J Bacteriol. 2013;195:4425-4435. 
234 Tommassen J, Vermeij P, Struyvé M, Benz R, Poolman JT. Isolation of Neisseria 
meningitidis mutants deficient in class 1 (porA) and class 3 (porB) outer membrane 
proteins. Infect Immun. 1990;58:1355-1359. 
235 Sánchez S, Arenas J, Abel A, Criado MT, Ferreirós CM .Analysis of outer 
membrane protein complexes and heat-modifiable proteins in Neisseria strains using two-
dimensional diagonal electrophoresis. J Proteome Res. 2005;4:91-95. 
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145
 e máis recentemente a hrCNE
129
, para analizar os complexos de porinas 
presentes nas OMVs, demostraron a existencia de homo e heterocomplexos 
das dúas porinas, e de complexos das porinas con outras proteínas como a 
RmpM. Neste último estudo identificáronse mediante hrCNE un total de 7 
complexos proteicos constituídos polas porinas e a proteína rRmpM. 
Ademais, a PorB demostrou ter un papel fundamental na estruturación dos 
complexos de porinas, xa que mutantes carentes dela presentan unicamente 
complexos de PorA de moi alta masa molecular. A pesar destes importantes 
avances, a composición exacta e estequiometría dos complexos de porinas, 
así como a interacción destes con outras proteínas, non se coñece con 
precisión, xa que a complexidade dos mapas proteicos dificulta o seu 
estudo. 
Como xa se mencionou, a incorporación das porinas recombinantes en 
liposomas permite recuperar a súa estrutura nativa, ao inducir a produción 
dunha resposta inmune bactericida. Os proteoliposomas, alén diso, posúen 
un efecto adxuvante da resposta inmune e presentan unha maior 
homoxeneidade que as OMVs, tanto en contido proteico como en 
propiedades físicas, o que nos levou á súa investigación para o estudo dos 
complexos de porinas e como posíbel alternativa ás vacinas de OMVs. Un 
estudo previo realizado no noso laboratorio permitiu demostrar que a 
incorporación simultánea das dúas porinas en liposomas permite a 
formación de heterocomplexos entre elas
222
. Porén, ben pola técnica de 
preparación dos liposomas, a sonicación, ou pola técnica electroforética de 
análise dos complexos formados, a BNE, o perfil de complexos obtidos non 
foi moi similar ao existente de forma natural nas OMVs. Ao incorporar as 
dúas porinas unicamente se formaba un complexo proteico, un 
heterocomplexo rPorA/rPorB e ningún homocomplexo. Cando só se 
incorporaba a porina PorA obtíñanse tres homocomplexos de PorA e ao 
incorporar a PorB dous homocomplexos. 
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Os estudos realizados por outros autores mediante a renaturalización das 
porinas en liposomas incorporaban unicamente un tipo de porina aos 
liposomas
223,191
 ou extractos proteicos da membrana externa constituídos 
por numerosas proteínas
117
. Non avalían a capacidade dos liposomas de 
permitiren a interacción entre diferentes proteínas para formaren 
heterocomplexos nin realizan unha análise estrutural dos complexos de 
porinas, centrándose unicamente na resposta inmune que producen. 
Nalgúns traballos empréganse técnicas electroforéticas seminativas, con 
baixa concentración de SDS e temperaturas baixas, para determinar a 
presenza de complexos de elevada masa molecular das porinas
223
. Neste 
traballo, para estudar a reconformación dos complexos proteicos nos 
liposomas, empregouse a high resolution Clear Native Electroforesis, unha 
técnica recente moi versátil que permite analizar o perfil de complexos 
obtidos cunha grande resolución e especialmente interesante para a 
obtención de mapas bidimensionais que permitan estabelecer con precisión 
a composición dos complexos obtidos
157
. Ademais, neste estudo a técnica 
de produción dos proteoliposomas, empregando diálise e extrusión, permite 
a obtención dunha poboación de partículas de tamaño homoxéneo, sen 
afectar a renaturalización das proteínas. Proporciona rendementos de 
incorporación das proteínas aos liposomas moi elevados e un adecuado 
control da proteína incorporada, sendo un método máis adecuado que 
técnicas previas empregadas para este tipo de estudos
236,222
. 
Empregando a 2-D hrCN/SDS-PAGE demostramos que nos LipB existen 
dous tipos de homocomplexos de rPorB, un complexo de maior masa 
molecular (142 kDa) probabelmente trimérico e outro de 104 kDa, 
probabelmente un dímero, mentres que nos LipA unicamente se forma un 
tipo de homocomplexo de 205 kDa.  
                                                             
236 Carmenate T, Mesa C, Menéndez T, Falcón V, Musacchio A. Recombinant Opc 
protein from Neisseria meningitidis reconstituted into liposomes elicits opsonic antibodies 
following immunization. Biotechnol Appl Biochem. 2001;34:63-69 
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Cando as dúas porinas están presentes, os dous homocomplexos 
maioritarios de cada porina mantéñense e, ademais, fórmanse dous novos 
complexos. Estes dous novos complexos formados son heterocomplexos 
A/B en que se modifica a estequiometria das porinas. Cando a proporción 
das porinas nos liposomas é a mesma (LipAB 1:1), todas as bandas teñen a 
mesma intensidade, mentres que cando a proporción é diferente (LipAB2:1 
e 1:2) a banda correspondente ao homocomplexo da proteína maioritaria é 
mais intensa. Deste modo, ao modificar a proporción das porinas non se 
modifica a formación dos complexos de porinas. Este perfil de complexos é 
máis similar ao existente nas OMVs que o obtido no estudo empregando 
liposomas sonicados e analizados por BNE
222
. Isto pode deberse a que a 
sonicación é un procedemento máis agresivo que pode afectar as 
interaccións entre as proteínas e que xera unha subpoboación de liposomas 
de moi pequeno tamaño onde a incorporación das porinas non se realiza 
correctamente. Ao mesmo tempo, á menor resolución da BNE puido 
impedir a identificación dalgúns complexos. 
Para estudar a interacción da proteína RmpM coas porinas, a proporción 
das proteínas incorporadas nos liposomas seleccionouse intentando 
reproducir a súa proporción nas OMV, onde a cantidade de PorB é ao redor 
do dobre da de PorA e a cantidade RmpM é menor á da PorA. Nos LipABR 
2:4:1 a incorporación da rRmpM non modifica a formación dos homo- e 
heterocomplexos principais e induce a formación de tres novos complexos, 
un heterocomplexo rPorB/rRmpM e dous heterocomplexos 
rPorA/rPorB/rRmpM. Estes complexos non se observan con claridade na 
análise electroforética 2-D hrCN/SDS-PAGE dado que se trata de 
complexos minoritarios e a proporción de proteína rRmpM incorporada é 
moi baixa. Porén, a análise por Western-blotting permite diferenciar estes 
complexos con claridade e estabelecer que a proteína rRmpM está presente 
nos tres complexos e é a responsábel da súa formación. Na análise das 
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OMVs tamén se observaron tres complexos coa RmpM, polo que existe 
unha grande correlación cos complexos formados nos proteoliposomas  
Estudos previos estabeleceron que a RmpM se asocia a ambas porinas
229
 
realizando unha función estabilizadora dos complexos, mais os nosos 
resultados suxiren que a RmpM se asocia aos complexos de porinas 
unicamente a través da porina PorB. Os ensaios de Western-blotting 
demostran a presenza da RmpM en complexos proteicos dos 
proteoliposomas que conteñen a PorB, LipABR2:4:1 e LipBR4:1, mais non 
nos LipAR 2:1, nos cales ademais a RmpM se atopa en maior proporción. 
A asociación a través da PorB vese reafirmada pola presenza do 
heterocomplexo rPorB/rRmpM e pola identificación en estudos 
proteómicos de N. meningitidis deste heterocomplexo e en ningún caso da 
identificación dun heterocomplexo entre a PorA e a RmpM
237
. Alén disto, a 
interacción da PorB coa RmpM podería xustificar en parte a grande 
importancia da PorB na estruturación dos complexos de porinas
129
 ao 
permitir a ancoraxe dos complexos de porinas ao peptidoglicano 
aumentando a súa estabilidade, así como a redución da expresión observada 
na RmpM en mutantes carentes de PorB
234
. A banda de maior masa 
molecular obtida nos LipAR non é recoñecida polo soro anti-rRmpM, polo 
que se podería tratar dun agregado de alta masa molecular da PorA. 
Agregados de PorA xa se observaron noutros traballos en cepas mutantes 
de N. meningitidis defectivos na porina PorB
129,145
. 
A identificación tanto nos proteoliposomas preparados neste traballo 
como notros estudos proteómicos de complexos estábeis entre as porinas 
meningocócicas nos que non está implicada a RmpM
129
, así como a 
                                                             
237 Freixeiro P, Diéguez-Casal E, Costoya L, Marzoa J, Ferreirós CM et al. High 
resolution clear native electrophoresis (hrCNE) allows a detailed analysis of the 
heterotrimeric structure of recombinant Neisseria meningitidis porins inserted into 
liposomes. J Proteome Res. 2013;12:777-784. 
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documentación existente da interacción desta proteína con outros 
complexos proteicos como os complexos da Omp58 e TbpA
144,143
 fan 
pensar en que esta proteína poida realizar outras funcións. Serán precisos 
máis estudos da proteína RmpM para caracterizar a súa interacción cos 
complexos da membrana externa e poder estabelecer con precisión as súas 
funcións. 
O perfil de complexos proteicos presentes na análise dos LipABR 2:4:1 é 
moi similar ao perfil de complexos de porinas obtido ao analizar distintas 
cepas de N. meningitidis do serogrupo B
237
 e a cepa modelo H44/76
129
, 
onde tamén se identifican 7 complexos das porinas, entre 2 e 3 deles 
contendo tamén a RmpM. Isto indica que os proteoliposomas preparados 
reproducen adecuadamente as condicións nativas das OMVs, permitindo ás 
proteínas recuperaren a súa conformación e asociacións nativas. O número 
de complexos entre as porinas e entre estas e a RmpM é variábel nas 
diferentes cepas que se teñen estudado, o que se pode deber probabelmente 
ás diferenzas de resolución obtidas na análise electroforética. Ademais, 
estes complexos presentaban comigracións na 1D-hrCNE e ao analizalos 
por 2-D hrCN/hrCNE resolvéronse un total de 9 complexos. A análise por 
2-D hrCN/hrCNE dos proteoliposomas non mostrou complexos 
comigrantes. A existencia dun maior número de heterocomplexos nas 
OMVs pódese deber á participación doutras proteínas minoritarias non 
presentes nos liposomas.  
A hrCNE non permite a determinación precisa das masas moleculares 
dos complexos separados, xa que esta se ve modificada pola formación das 
micelas mixtas dos deterxentes. Isto pódese observar na análise por 2-D 
hrCN/hrCNE dos proteoliposomas (Figura 11), onde en función do 
deterxente empregado na solubilización da mostra, DDM ou TX-100, a 
mobilidade electroforética dos complexos se modifíca. Este fenómeno fai 
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que as masas moleculares dos complexos non se correspondan co número 
de subunidades que as constitúen. No entanto, ao igual que ocorre noutras 
bacterias Gram-negativas, e con base nos numerosos estudos realizados, 
asúmese que as porinas se asocian formando complexos triméricos nos 
cales tamén, poden intervir outras proteínas. Os complexos proteicos dos 
proteoliposomas presentan, ao se analizaren por hrCNE co deterxente 
DDM, unha mobilidade electroforética de entre 142 e 165 kDa, moi similar 
á dos complexos de porinas estudados mediante esta técnica en OMVs de 
entre 140 e 220 kDa
129
. 
Nos proteoliposomas a estrutura trimérica dos complexos de porinas é 
coherente tanto co tipo de complexos obtido como co perfil de dímeros 
observado na 2-D hrCN/SDS-PAGE. Nos liposomas observamos dous tipos 
de heterocomplexos PorA/PorB e dous tipos de heterocomplexos 
PorA/PorB/RmpM, o que se corresponde coas diferenzas estequiométricas 
entre as porinas ao formaren trímeros. Así mesmo, isto pódese observar na 
2-D hrCN/SDS-PAGE, onde a intensidade dos puntos dos monómeros das 
porinas varía en cada heterocomplexo e no perfil de dímeros. A 
desnaturalización parcial dos homocomplexos orixina un único tipo de 
dímero (homodímero de PorA ou PorB respectivamente), mentres que os 
heterocomplexos orixinan dous tipos de dímeros, un homodímero da porina 
maioritaria, PorA ou PorB, e un heterodímero PoA-PorB.  
Por tanto, tendo en conta que a masa molecular da PorA é superior á da 
PorB e o observado nas análises electroforéticas e de Western-blotting, 
como se indica na táboa 7, consideramos que o complexo C1 e C4 son 
homotrímeros das porinas PorB e PorA respectivamente. Os complexos C2 
e C3 son heterotrímeros das dúas porinas, o C3 constituído por dúas 
subunidades de PorA e unha de PorB e o C2 por dúas subunidades de PorB 
e unha de PorA. Así mesmo, o complexo C5 é un complexo constituído por 
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un homotrímero de PorB unido á proteína RmpM e os complexos C6 e C7 
serían heterotrímeros das porinas unidos á proteína RmpM, o C6 
constituído por dúas subunidades de PorB e unha de PorA, e o C7 por dúas 
subunidades de PorA e unha de PorB.  
Diversos estudos estabelecen a inmunodominancia dos epitopos 
conformacionais en proteínas que presentan estrutura cuaternaria fronte aos 
epitopos lineais
221
. En N. meningitidis esta premisa é de grande relevancia 
xa que as porinas só xeran unha resposta inmune bactericida cando 
manteñen a súa conformación nativa. Un estudo realizado no noso 
laboratorio demostrou que o soro obtido fronte a complexos nativos 
PorA/PorB/RmpM xeran títulos de actividade bactericida superiores aos 
xerados por soros fronte a complexos PoA/PorB
238
. Estes soros, ademais, 
son capaces de induciren outros indicadores de protección como a 
opsonofagocitose. A grande similitude dos complexos proteicos 
renaturalizados nos liposomas cos existentes de forma natural na membrana 
externa da bacteria permitiría manter as súas propiedades inmunolóxicas, 
obtendo un produto de composición máis estandarizada e versátil. Estas 
consideracións fan o estudo dos proteoliposomas que conteñen complexos 
de porinas unha interesante alternativa ás vacinas actuais de OMVs. 
 
 
                                                             
238 Marzoa J, Sánchez S, Costoya L, Diéguez-Casal E, Freixeiro P et al. Induction of 
immune responses by purified outer membrane protein complexes from Neisseria 
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1. INTRODUCTION 
Neisseria meningitidis is an obligate human bacterial pathogen and 
remains a major cause of meningitis and septicemia worldwide, especially 
in young children and adolescents
239
. Capsule-based conjugate vaccines are 
available against serogroups A, C, Y, and W but not against serogroup B 
strains for which strain specific OMV-based vaccines continue to be the 
leading prevention strategy. The major protein constituents in OMVs are: 
class 1 protein (PorA) and class 2 and 3 proteins (PorB) both important for 
bacterial immunogenicity, class 5 protein (Opc) involved in adhesion and 
invasion of epithelial and endothelial cells, class 4 protein (RmpM) a 
peptidoglycan binding protein and iron regulation proteins such as FetA and 
transferrin binding proteins TbpA and TbpB
101
. 
N. meningitidis is a member of the β subdivision of proteobacteria related 
microorganisms of this group are Delftia acidovorans, Bordetellaceae, the 
etiological agent of whooping cough, and N. gonorrhoeae responsible of 
gonorrhea. All of these bacteria express porins analogous to the 
meningococcal porin PorB. Unlike other bacterial porins, these porins do 
not have peptidoglycan-binding domains. However, these bacteria express 
genes that code for proteins with peptidoglycan-binding motifs which also 
interact with the porin, possibly linking the porin to the murian layer. To 
date, this interaction had not been demonstrated but Delftia acidovorans 
Omp32 porin binds a peptide which is homologous to proteins that link the 
outer membrane to the cell wall peptidoglycan
240
. 
                                                             
239 Stephens DS, Greenwood B, Brandtzaeg P. Epidemic meningitis, meningococcaemia, 
and Neisseria meningitidis. Lancet. 2007;369:2196-2210. 
240 Zeth K, Diederichs K, Welte W, Engelhardt H. Crystal structure of Omp32, the 
anion-selective porin from Comamonas acidovorans, in complex with a periplasmic 
peptide at 2.1 A resolution. Structure. 2000;8:981-992. 
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Meningococcal reduction modifiable protein M, RmpM, gets its name 
because its electrophoretic mobility is affected by the presence of reducing 
agents. Reduction is hypothesised to result in breaking of two disulphate 
bonds resulting in a shift in electrophoretic mobility from 24 kDa to 32 
kDa. RmpM is a highly conserved protein in all serogroups of N. 
meningitidis, and is present in some OMV-based vaccines against 
serogroup B
101,102
. A structural role in the stabilization of outer membrane 
protein complexes has been proposed for RmpM, probably through 
connecting the outer membrane protein complexes to the peptidoglycan 
layer. The amino acid sequence of RmpM can be divided into a 22-residue 
signal sequence, an N-terminal region (RMn) of approximately 40 amino 
acids followed by a 20-residue hinge proline rich region and a C-terminal 
domain (RMc) of approximately 150 amino acids. The C-terminal domain 
has predicted structural homology to C-terminal domain of E. coli OmpA. 
Similarly to OmpA, RmpM has been found able to bind non-covalently to 
peptidoglycan through its C-terminus, possibly a function requiring 
dimerization
131
. The N-terminal region is too short to form a 
transmembrana β-barrel structure and has no modifiable cysteine residue 
which could accept a lipidic moiety
131
. With no obvious motif for direct 
membrane binding the connection to the outer membrane could be 
performed through interaction with outer membrane protein complexes. 





 and porin complexes
145
. Strains lacking functional 
RmpM protein have been associated with a loosely attached outer 
membrane and an increased OMV yield
146
 implying a role for this protein 
in outer membrane structure. However, loss of RmpM did not produce 
dramatic changes in outer membrane protein complexes
129
 suggesting an 
alternative role than the stabilization of OMP complexes. Our previous 
studies in Neisseria meningitidis (charpter I) suggest that RmpM binds 
outer membrane porin complexes through PorB
237
. The exact amino acids 
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of RmpM implicated in this interaction remains unknown although it is 
considered that binding occurs through the N-terminal region (RMn)
131
. 
The crystal structure of the C-terminal region of RmpM and the 
meningococcal porins have been resolved, but the crystal structure of RMn 
and its binding to PorB remains undetermined. 
The RmpM protein has 94.2% homology with the OMP 3 (PIII) from 
Neisseria gonorrhoeae
241
, an important protein for the bacterial 
pathogenicity. The main sequence differences between gonococcal PIII and 
meningococal RmpM are 6 extra amino acids located in the hinge region of 
Meningococcal RmpM. Gonococcal PIII induces blocking antibodies 
capable of blocking the bactericidal activity of immune human serum in 
serum-resistant gonococci
242
 although the exact mechanism of blocking 
remains enigmatic. However, despite the high homology of these two 
proteins, Meningococcal RmpM does not block bactericidal antibodies
142
. 
Recently, the ability of PIII to facilitate bacterial adhesion to human 
epithelial cells has been reported, suggesting a possible role in gonococcal 
colonization. In addition, PIII was demonstrated to be required for 
translocation of NG1873, a protein with an unknown function, to the outer 
membrane. These findings suggest that PIII plays multiple roles in 
gonococcal physiology
243
. These facts and the high homology between 
meningococal RmpM and gonococcal PIII, suggest that RmpM could have 
additional functions in the meningococcus. 
                                                             
241 Klugman KP, Gotschlich EC, Blake MS. Sequence of the structural gene (rmpM) for 
the class 4 outer membrane protein of Neisseria meningitidis, homology of the protein to 
gonococcal protein III and Escherichia coli OmpA, and construction of meningococcal 
strains that lack class 4 protein. Infect Immun. 1989;57:2066-2071. 
242 Rice PA, Vayo HE, Tam MR, Blake MS. Immunoglobulin G antibodies directed 
against protein III block killing of serum-resistant Neisseria gonorrhoeae by immune 
serum. J Exp Med. 1986;164:1735-1748. 
243 Leuzzi R, Nesta B, Monaci E, Cartocci E, Serino L et al. Neisseria gonorrhoeae PIII 
has a role on NG1873 outer membrane localization and is involved in bacterial adhesion to 
human cervical and urethral epithelial cells. BMC Microbiol. 2013;13:251. 
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A better understanding of the structure and function of RmpM will also 
lead to a better comprehension of the outer membrane proteome of 
Neisseria meningitidis. This knowledge is crucial for the improvement of 
meningococcal vaccines and for the identification of new antigens. Also, 
outer membrane anchored proteins play an important role in bacterial 
pathogenesis and improved knowledge of the relationship between RmpM 
and OMP complexes could open new therapeutic strategies against these 
organisms. 
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2. MATERIALS AND METHODS 
2.1.  Bacterial stains 
Two expression plasmid (pET-20b) containing the rmpM gene or the 
sequence encoding the recombinant C-terminal domain of RmpM (rRMc) 
were kindly donated by Dr. Buchanan (Laboratory of Molecular Biology, 
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases, U.K.). 
These plasmids also contain a gene for resistance to ampicillin and a C-
terminal His-tagged. The plasmids were used to transform E. coli BL21 for 
subsequent expression of the recombinant proteins. 
Two E. coli clones (derived from strain E. coli One Shot TOP 10 with 
pTrcHis2 TOPO expression vector; Invitrogen, USA) were used for the 
expression of rPorA and rPorB proteins (E. coli 01447 and E. coli 01508, 
respectively). T7 Expression Cells (New England Biolabs Inc., UK) with 
the Pet-22 vector (Nogaven, USA) were used for the expression of 
recombinant N-terminal region of RmpM (rRMn). 
The N. meningitidis strain H44/76 (serogroup B, 15:P1.7,16) was kindly 
provided by Dr I. Feavers (National Institute for Biological Standards and 
Control, UK). This strain was grown under iron restriction in Mueller–
Hinton broth with 100 µM Desferal, cells were recovered during the late 
exponential growth phase (12 h) and OMVs were obtained by French Press 
as described in section 2.3 chapter I.  
 
2.2. Cloning of truncated N-terminal regions 
Genomic DNA of strain H44/76 was extracted by thermal shock. A 24 h 
growth of H44/76 in CHOC-ISO plates was suspended in 500 µl of 
ultrapure sterile water, incubated at 100 ºC for 20 min and immediately 
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frozen at -20 ºC for 2 min. The solution was centrifuged at 13.000 x g for 5 
min and the supernatant containing the DNA was stored at-20 ºC until use.  
Primers to amplify the RMn truncated proteins (RMnt) by PCR were 
designed using the gene sequence encoding RmpM and setting the 
restriction site in the middle of the primer sequence. The same reverse 
primer, incorporating the restriction site for XhoI (underlined), was used to 
obtain both recombinants RMnt (rMnt). Two forward primers incorporating 
the restriction site for NcoI (underlined) used to each of rRMnt were 
designed to remove the first 9 amino acids (27 nucleotides) for rRMnt1 and 








Figure 13. Scheme of the RMn gene sequence indicating where the sequences for rRMnt1 
(deleted first 9 amino acids) and rRMnt2 (deleted first 15 amino acids) starts. 
 
Amplification of the target DNA sequences from H44/76 genomic DNA 
was performed in a thermal cycler (Veriti 96 well Thermal Cycler, Applied 
Biosystems Life Technologies, UK) using FailSafe PCR Enzyme Mix and 
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FailSafe PCR 2X PreMix D (Epicentre, USA) with the following PCR 
conditions: 
Initial denaturation  98 ºC 2 min 
30 cycles    
- Denaturalization 98 ºC 25 s 
- Annealing  52 ºC 20 s 
- Extension 72 ºC 25 s 
Final Extension 72 ºC 5 min 
 
The correct size of the resulting PCR products was confirmed by agarose 
gel electrophoresis in TAE buffer at 150 V for 1 h and purified using the 
High pure PCR product kit (Aplied Biosystems, Roche Molecular Systems, 
Inc., USA). Purified PCR product was quantified using a nanodrop 
Spectrophotometer ND-1000 (Labtech, UK) and 0.6 µg of DNA was 
digested with FastDigestNco1 and FastDigestXho1 in FastDigest buffer 
(Thermo Scientific, UK) at 37 ºC for 4 h in a total reaction volume of 90 µl. 
Enzymes were inactivated at 56 ºC for 10 min and finally the products were 
cleaned and quantified as described above. 
Pet-22 vector (Nogaven, USA) was digested with FastDigestNco1 and 
FastDigestXho1 in FastDigest buffer (Thermo Scientific, UK) at 37 ºC for 4 
h and dephosphorylated with FastAP Alkaline Phosphatese (Thermo 
Scientific, UK) at 37 ºC for 1 h. Complete vector digestion was confirmed 
by electrophoresis and the vector was purified from the gel with High pure 
PCR product kit (Aplied Biosystems, Roche Molecular Systems, Inc., 
USA). 
For the ligation reaction of insert and vector (Figure 14), 50 ng of linear 
Pet-22 and an appropriate amount of insert (1.63 ng for RMnt1 or 1.47 ng 
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for RMnt2) were mixed in a 10 µl reaction containing 1 µl of T4 DNA 
ligase and 1 µl of Buffer 10x (New England Biolabs Inc., UK). After 
incubation at 16 ºC for 1 h, 2 µl of the reaction was used to transform 50 µl 
of One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli (Invitrogen) by 
thermal shock, 30 s at 42 ºC and 1 h incubation at 37 ºC in SOC media, 
with subsequent selection on LB-ampicillin agar plates. Colonies were 
selected and plasmid DNA was extracted by GenElute Plasmid Miniprep 
Kit (Sigma, USA). Presence of recombinant plasmid was confirmed by 
restriction digestion with BSiWI or BmsI enzymes (New England Biolabs 
Inc., UK) and electrophoresis. Corrects plasmids were then transformed 
into T7 Expression Cells (New England Biolabs Inc., UK) by thermal shock 
as described above, and transformed resistant cells were selected on LB-
ampicillin agar plates. 
 
2.3. Sequencing of truncated N-terminal regions 
Plasmid DNA was extracted using GenElute Plasmid Miniprep Kit and 
the gene of interest was amplified by PCR using 2x Pushion Flash Master 
Mix (New England Biolabs Inc., UK) using the following primers and the 
same PCR conditions as described in section 2.2: 
T7 promoter primer 5’-TAATACGACTCACTATACGG-3’ 
rmpMNtermRevXho1 5’-CTCGAGAGCCTGCTCCACAACG-3’ 
 
PCR product was assayed for size and purity by agarose gel 
electrophoresis, purified with High pure PCR product kit (Aplied 
Biosystems, Roche Molecular Systems, Inc., USA) and quantified using the 
nanodrop Spectrophotometer ND-100 (Labtech, UK).  
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Figure 14. Constructions for the rRMn truncated proteins expression in Pet22 vector. Gene 
sequences encoding rRMnt1 and rRMnt2 are highlighted in blue. 
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Sequencing was performed using a BigDye® Terminator v3.1 Cycle 
Sequencing Kit (Aplied Biosystems, Roche Molecular Systems, Inc., USA). 
For a 10 µl sequencing reaction, 3 ng of the PCR product and 5 µM of each 
reverse and forward primer reacted with 3 µl of d-Rho BigDye in a 35 
cycles reaction using following conditions:  
- Denaturalization: 98 ºC 30 s  
- Annealing: 50 ºC 15 s  
- Extension: 60 ºC 4 min  
The sequencing reaction was ethanol precipitated and resuspended in 10 
µl of HyDy to be analyzed in a 3130 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems, Roche Molecular Systems, Inc., USA). 
 
2.4. Expression and purification of recombinant proteins 
The E. coli clones were cultured in 500 ml of 2xYT broth containing 50 
μg/ml ampicillin. Expression of the recombinant proteins was induced by 
addition of isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG, Sigma, USA) to a 
final concentration of 1 mM and incubated for 4 h. Cells were recovered by 
centrifugation at 10000 × g for 20 min, resuspended in lysis buffer (8 M 
urea, 0.1 M NaH2PO4, 10 mM Tris-HCL, and 20 mM imidazol, pH 8) and 
sonicated ten times in ice (10 s pulses at 30 s intervals). Insoluble material 
was removed by centrifugation at 20000 × g for 1 h at 4 °C and 
recombinant protein in the supernatant was purified by immobilized metal-
affinity chromatography using a nickel-nitrilotriacetic acid (Ni-NTA) 
column (5 mL) previously equilibrated with lysis buffer. Breifly, the 
column was washed with 8 M urea, 0.1 M NaH2PO4, 10 mM Tris-HCL, and 
20 mM imidazol, pH 6.3 and the bound protein was eluted with 8 M urea, 
0.1 M NaH2PO4, 10 mM Tris-HCL, and 500 mM imidazol, pH 5.9. 
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Fractions collected from the column were analyzed using SDS-PAGE and 
dot-blotting. Fractions containing the recombinant proteins were washed 
and concentrated in ultrapure water using Amicon Ultra-15 centrifugal 
Filters (Merck Millipore Ltd., IRL). Protein concentration was quantified 
using the bicinchoninic acid (BCA) assay
226
. Predicted molecular size and 
purity of protein stocks were confirmed using by SDS-PAGE in a 15 % 
polyacrilamide gel. 
Porins rPorA and rPorB were expressed and purified as previously 
reported (charpet I, section 2.4). 
 
2.5. Proteoliposomes formulations 
L-α- phosphatidylcholine/cholesterol proteoliposomes (6:2 molar ratio; 
10 mg total lipid content for 0.5 mg of protein) were prepared by the 
dialysis-extrusion method as described in chapter I. Briefly, proteins were 
dissolved in 0.5 ml of 10 mM HEPES with 2% (w/v) SDS and  2 ml of 10 
mM HEPES, pH 7.2, containing 50 mg of octyl-β-d-glucopyranoside (OG; 
Fluka, Slo-vakia), and incubated for 3 h at room temperature. Lipids were 
dissolved in 3 ml of chloroform and solvent was then evaporated in a rotary 
evaporator at 25 ºC. The resulting lipid film was solubilized in the protein-
detergent solution and incubated for 1 h at room temperature. Detergents 
were eliminated by dialysis in PBS containing 0.0001% of thimerosal at 4 
ºC for 72 h. Then proteoliposomes were extruded (Mini- Extruder, Avanti 
Polar Lipids Inc., Alabama, USA) sequentially through 0.8, 0.4 and 0.1 µm 
nucleapore membranes to obtain the desired size proteoliposomes. Finally, 
the proteoliposomes were centrifugated at 200,000 × g for 20 min at 4 ºC, 
resuspended in PBS and stored at 4 ºC. The total protein incorporated into 
proteoliposomes was quantified indirectly, using the BCA assay, by 
determination of the protein remaining in the supernatant. 
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2.6. Cross-linking assays 
Protein complexes formed by the inclusion of rRmpM and porins into 
proteoliposomes were studied by a chemical cross-linking Sulfo-SBED 
(Pierce, Rockford, IL, EEUU). The rRmpM protein was labelled with 
Sulfo-SBED (14.3% w/w) following the manufactures instructions for 2 h 
at 4 ºC and the excess of the cross-linking agent was eliminated by dialysis 
over night at 4 ºC. Labeled rRmpM (R*) was used to prepare 
proteoliposomes. The ratio of proteins incorporated into proteoliposomes 
was 2:1 for rPorA:R* (LipAR*), 4:1 for rPoB:R* (LipBR*), and 2:4:1 for 
rPorA:rPorB:R* (LipABR*). Proteoliposome samples were then 
photoactivated for 20 min in ice with a UV light source placed at 5 cm from 
the sample. All the steps prior to photoactivation were performed avoiding 
exposure to light. 
Cross-linked proteoliposome samples were analyzed by western-blott. 
Proteins were separated using SDS-PAGE in a 12 % polyacrilamide gel 
after incubation with SDS sample buffer for 10 min at 95 °C and transferred 
to PVDF membranes for 1 h at 350 mA. Membranes were blocked for 1 h 
with 5% Blotto (Bio-Rad Laboratories, Spain) in TBS, washed three times 
with TBS-Tween and incubated with avidin-peroxydase, diluted 1:1000 in 
TBS with 1% blotto for 90 min at 37 ºC. After three washes membranes 
were revealed with 4-chloro-1-naphthol. 
 
2.7. High resolution Clear Native Electrophoresis  
To study which part of rRmpM is involved in binding porins, rRMc and 
rRMn and its truncated proteins rRMnt1 and rRMnt2 were incorporated 
into liposomes with the rPorA and rPorB as previously described. For 
proteoliposomes with the rPorA, the rRmpM regions were incorporated at a 
Chapter II. Materials and methods 
- 163 - 
 
2:1 ratio and for proteoliposomes with the rPorB the rRmpM regions were 
incorporated at a 4:1 ratio. 
Protein complexes formed by inclusion of recombinant proteins into the 
proteoliposomes were analyzed by hrCNE
165
. This method used an anode 
buffer of 50 mM Bis-Tris-HCl (pH 7.0) and cathode buffer of 50 mM 
Tricine, 15 mM Bis-ris-HCl (pH 7.0), 0.05% (w/v) DOC and 0.02% (w/v) 
DDM. For protein complex separation, gradient gels (8–11% 
polyacrylamide in 50 mM Bis-Tris, 500 mM 6-aminohexanoic acid) were 
used with 4% polyacrylamide stacking gels cast over the gradient gels.  
Proteoliposome samples containing 25 µg of protein were adjusted to 1 
mg/ml protein content with water, and then, 6-aminohexanoic acid in Bis-
Tris-HCL (final concentrations of 87.3 mM and 4.4 mM, respectively, pH 
7.0) and DDM at a 1:4 DDM/protein ratio were added. Complexes were 
solubilized by incubation for 30 min at room temperature, and insoluble 
material was removed by centrifugation at 100,000 × g for 15 min at 4 ºC. 
Before gels loading , 5% (v/v) glycerol and 0.01% (w/v) Ponceau red was 
added to each sample. 
Electrophoretic separation was performed at 4 °C with an initial voltage 
of 50 V increased to 100 V when the sample entered the separating gel and 
continued for 5 h. High Molecular Weight Markers (HMW Native; 66−669 
kDa; GE Healthcare, Spain) were used to estimate the molecular weight of 





2.8. Affinity Chromatography to IgG anti-rRmpM 
To study protein complexes involving RmpM, an immunoaffinity 
chromatography (IAC) was performed by coupling anti-rRmpM purified 
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IgG to the chromatography matrix. Anti-rRmpM mice sera was obtained 
following the protocol described by Brodeur BR
229
 using purified rRmpM 
as an antigen in Freund’s adjuvant, as was described in chapter I. 
 
2.8.1. IgG purification 
To isolate IgG from anti-rRmpM mice sera, 3 ml of sera were passed 
through a Bio-Scale™ Mini BioGel® P-6 Desalting Cartridges (Bio-Rad 
Lab., Richmond, CA, USA) following manufacture instructions using 
MAPSII buffer (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, USA). Sera was then passed 
through a Bio-Scale™ Mini Affi-prep® Protein A column (Bio-Rad Lab., 
Richmond, CA, USA) previously washed with MilliQ water, 0.1 M sodium 
citrate pH 3 and MAPSII. After addition of the sample, column was washed 
with 15 ml of MAPSII and IgG were eluted with 0.1 M sodium citrate pH 3 
and neutralized with NaOH. 
 
2.8.2. Immobilization of IgG to the chromatography 
matrix 
Affinity chromatography to purified IgG anti-rRmpM was performed 
using Affi-Gel® Hz immunoaffinity kit (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, 
USA) following manufacture instructions. For anti-rRmpM IgG coupling to 
the chromatography matrix, desalting and buffer exchange of purified IgG 
was performed using Econo pac 10DG and buffer Affi-Gel Hz 1X, pH 5.5. 
Then, IgG were oxidated with 20.83 mg/ml sodium periodate for 1 h in the 
dark and immediately desalted with Econo pac 10DG and buffer Affi-Gel 
Hz 1X. Oxidized IgGs were coupled to 1 ml of previously washed Affi-Gel 
Hz hydrazide gel for 24 h at room temperature. Then gel/IgG slurry was 
poured into Econo-Column
®
 chromatography column and washed with 
application buffer (1 M PBS, 0.5 M NaCl, pH 7.0). For calculation of IgG 
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coupling efficiency the oxidized IgG concentration was measured before 
and after binding and in the wash solution. 
 
2.8.3. Affinity chromatography 
For sample preparation, OMVs from strain H44/76 were adjusted to 1 
mg/ml protein content and 1 mg of total protein was incubated at room 
temperature for 30 min with 1 M 6-aminohexanoic acid in 50 mM Bis-Tris 
HCl, and 10% DDM (w/v) (final concentration of 6-aminohexanoic acid 87 
mM, Bis-Tris-HCl 4.3 mM e DDM 0,43%). Insoluble material was 
removed by centrifugation at 100,000 × g for 15 min at 4 ºC and sample 
was diluted with 2x application buffer. 
The column was initially equilibrated with 2 M urea and application 
buffer. Following addition of the sample and subsequent binding the 
column was washed with application buffer and PBS. Bound protein 
complexes were eluted with 6 M urea buffer and fractions of 250 µl were 
collected and analyzed by SDS-PAGE. 
 
2.9. Protein identification: nanoLC-MS/MS  
Proteins present in the IAC eluate were identified by nanoLC-MS/MS by 
the Center for Cooperative Research in Biosciences (CIC-bioGUNE, 
Parque tecnológico de Bizkaia, Derio, España). 
For the analisys, 40 µl of each sample solution were reduced and 
alkylated at room temperature before protein digestion. Disulfide reduction 
was achieved by adding 5 µl of dithiothreitol (DTT, 200 mM in 100 mM 
ammonium bicarbonate) for 40 min, followed by sulfhydryl alkylation by 
iodoacetamide (4 µl, 1 M in 100 mM ammonium bicarbonate) for another 
40 min. Excess iodoacetamide was eliminated by adding 20 µl of DTT (200 
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mM in 100 mM ammonium bicarbonate). Finally, trypsin digestion was 
performed by the addition of 200 µl of 50 mM ammonium bicarbonate to 
dilute urea below 2 M, followed by 10 µl of trypsin (100µg/µl in 50 mM 
acetic acid). Digestion was left overnight at 37 ºC. 
Dried samples were resuspended in 1% aqueous formic acid and 
analyzed by reverse phase LC-MS/MS in a nanoAcquity UPLC reverse 
phase chromatography system (Waters, Manchester, UK). Tryptic peptides 
were desalted on a Symmetry C18 trapping cartridge (20mm, Waters, 
Manchester, UK) and further separated on an analytical column (Atlantis 
C18, 1.7 µm, 75 μm id x 15 cm, Waters) with an integrated electrospray 
ionization emitter tip (SilicaTips for Micromass ZSpray NanoFlow, 10 μm 
diameter, New Objective, Woburn, USA). Peptides were eluted at a flow 
rate of 250 nL/min from the analytical column directly to electrospray 
ionization emitter tip (SilicaTips for Micromass ZSpray NanoFlow, 10 μm 
diameter, New Objective) by using a 120 min gradient from 0 to 30% 
solvent B (100% ACN, 1% formic acid) 
Nanoflow liquid chromatography/tandem mass spectrometry analysis 
was performed using a nanoAcquity UPLC system coupled to a QToF 
Premier mass spectrometer (Waters). The instrument was externally 
calibrated off line using the ESI Q-ToF product ion spectrum of the 
[M+2H]
2+
 ion of Glu-fibrinopeptide B (Glufib B) 100 fmol/ L) (Sigma, 
Gillingham, UK). Data were acquired in data dependent acquisition mode, 
in which a full scan mass spectrum acquired in continum mode (m/z: 300-
1500) was followed by MS/MS (m/z: 50-1995) in the 5 most abundant 
multi-charged ions (+2 and +3) every 4 s. Argon was used as the collision 
gas. 
Raw data was processed using ProteinLynx Global Server v2.4 (Waters) 
and VEMS v3.0 in parallel. The resulting pkl or pkx file was searched 
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against 2011_04 version of UniProt Knowledgebase Release 2011_04 
(UniProtKB/Swiss-Prot release, 526969 entries; UniProtKB/TrEMBL 
release, 14555721 entries) using an in-house Mascot server (Version 2.2.03, 
Matrix Sciences, London, UK). Carbamidomethyl was chosen as fixed 
modification. Oxidation of methionine was chosen as variable 
modifications. One missed cleavage was allowed. Peptide mass tolerance of 
10 ppm and 0.1 Da for fragment masses were used for databases searches. 
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3. RESULTS 
3.1. Cloning and purification of rRmpM truncated proteins  
Truncated rRMn was designed to encode the mutant N-terminal region of 
the RmpM, the hinge region and 6 C-terminal histidine residues which 
provide a nickel-binding domain for ion metal affinity chromatography 
purification. The constructed plasmid also included an amplicillin resistant 
gene for positive selection of the plasmid. Sequencing of the plasmid 
confirmed the correct sequence for both mutants (Figure 15). The rRMn 
gene consists of 204 nucleotides encoding a 68 amino acid sequence. The 
rRMnt1 mutant which had the first 9 amino acids of RMn omitted, 
contained a 177 nucleotide sequence encoding a 59 amino acid protein. 
This nucleotide sequence contained a single base mutation, where an 
adenine was substituted by a guanine. This change resulted in a glycine at 
the 24
th
 position of the amino acid sequence instead of an aspartic acid. For 
rRMnt2 an additional 6 amino acids (total of 15 amino acids of the whole 
RMn) were also omitted, producing a 159 nucleotide gene with no 
additional mutations. 
Protein expression was inducted by addition of IPTG to the growth media 
and proteins were subsequently purified and denatured. Separation by SDS-
PAGE showed single bands for all proteins indicating low contaminant 
content and a progressive decrease in the molecular weight between the 
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Figure 15. Amino acidic sequence of rRMn, rRMnt1 and rRMnt2 proteins. Letters in red 
correspond to the mutation found in the rRMnt1 sequence. 
 
 
Figure 16. SDS-PAGE analysis of the purified recombinant proteins. 
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3.2. Cross-linking of rRmpM/porin complexes 
To study the binding between rRmpM and porins, protein complexes 
formed into proteoliposomes, LipAR*, LipBR* and LipABR*, were 
studied using a chemical cross-linking Sulfo-SBED. The sulfo-SBED is a 
trifunctional crosslinking reagent containing biotin, an active ester 
(sulfonated N-hydroxysuccinimide) and a photoactivatable aryl azide. The 
active ester NHS was reacted with rRmpM during the labeling reaction this 
attaches the Sulfo-SBED to the “bait”, rRmpM protein. After 
proteoliposomes formation the aryl azides photoactivation induces a 
binding reaction with nucleophiles, especially amines, of adjacent “prey” 
proteins such as in protein complexes, in this case porins (Figure 17). The 
linkage containing the active ester has a cleavable disulfide bond which is 
broken by β-mercaptoetanol added during SDS-PAGE sample preparation. 
This releases the rRmpM from remaining biotin attached to the aryl azide 
bound protein, such as the porins. These “prey” proteins can then be 
detected by Western-blotting using avidin-peroxydase. 
When only one porin, rPorA or rPorB, is present the rRmpM seems to 
interact with each of them, evidenced by the biotin transfer to both porins 
(Figure 18). The remaining signal of the rRmpM may be due the formation 
of rRmpM dimmers. However, in the presence of both porins, the rRmpM 
only binds the rPorB as shown the single band in the LipABR* line.  
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Figure 17. Scheme of cross-linking assay with labeled rRmpM (R*) and porins. 
 
 
Figure 18. Western-blot of cross-linked proteoliposomes. Labeled rRmpM (R*) was 
incorporated into proteoliposomes with Neisseria porins. Proteins were separated by SDS-
PAGE, transferred to the membrane and reveled with avidin-peroxydase.   
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3.3. Characterization of rRmpM porins binding regions 
To study which region of rRmpM binds porins, RmpM C-terminal region 
and N terminal region proteins, rRMc or rRMn, were refolded into 
proteoliposomes with rPorA or rPorB and the resulting protein complexes 
were studied by hrCNE. To detect the interaction between the recombinants 
proteins, proteoliposomes with only rPorA or rPorB were used as a control. 
In the control lanes, LipA and LipB, single bands were detected (201 and 
159 kDa respectively). When rRMc was incorporated into liposomes with 
the porin, homocomplexes, similar to the porin only controls were observed 
but no interaction between rRMc and porins was detected (Figure 19). 
However, when rRMn was incorporated, a rRMn/PorB complex was 
detected as a band with a increased molecular weight, 189 kDa. However, 
no interaction between rRMn and PorA was observed. This hrCNE analysis 
demonstrates that rRmpM binds porins complexes through binding PorB 
with its N-terminal region. 
To characterize N-terminal binding region further, rRMnt1 and rRMnt2 
were refolded into proteoliposomes with rPorB and the complexes formed 
were studied by hrCNE. The same result observed with whole rRMn was 
obtained with the rRMnt1, surgesting the rRMnt1 maintains the rPorB 
binding ability (Figure 19). However, in proteoliposomes containing 
rRMnt2 no binding with the rPorB was detected as the bands migrated to 
the same position as the PorB only control. This indicated that the six 
amino acids deleted in rRMnt2 are crucial for RmpM binding to the PorB. 
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Figure 19. Electrophoretic analysis of proteoliposomes by hrCNE. 
 
 
3.4. Sequence comparisons of different N-terminal regions 
The RmpM N-terminal region amino acid sequence of different species 
of Neisseria genus and different genus of Neisseriaceae family were 
aligned to study the six amino acid sequence implicated in RmpM binding 
to PorB (Figure 20). 
Between N. meningitidis, N. gonorrhoeae and N. lactamica, the six 
amino acid peptide, Val-Ser-Gly-Gln-Ser-Asn (VSGQSN in single-letter 
amino acid code), is highly conserved but this peptide does not appear to be 
particularly conserved among all Neisseria species (the most common six 
amino-acid peptide is VSSQSQ), only three amino acids are conserved, a 
valine and two serines residues. Among other Neisseriaceae just the two 
serine residues are conserved.  
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Figura 20. Sequence comparison, among Neisseriacea species, of the six amino acid 
peptide implicated in RmpM binding to PorB. A) Blast results for RmpM N-terminal 
region amino acidic sequences from different Neisseriaceae. The six amino-acid peptide 
VSGQSN is the reference sequence, eliminated in the truncated rRMnt2 protein that failed 
in binding the PorB. Amino acids in red are those from the reference sequence. Amino 
acids in green are those residues from the most repetitive sequence among Neisseria 
species (VSSQSQ) different from the reference sequence. Asterics on the top denote the 
two serine conserved residues among all Neisseriaceae sequences analyzed B) Conserved 
consensus for rRMn and its truncated derives. 
 
3.5. Characterization of RmpM complexes 
To identify additional protein complexes which include RmpM, protein 
complexes from solubilized OMV were subjected to immunoaffinity 
chromatography. A column was prepared using purified IgG from anti-
rRmpM sera coupled to the chromatography matrix. OMVs solubilization 
was carried out under native conditions to preserve the integrity of protein 
complexes. After elution of the RmpM attached to the column, all proteins 
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retained together with the RmpM during IAC were identified by nanoLC-
MS/MS (Table 8).  
Twenty six proteins were identified including RmpM. Nine of these 
proteins are implicated in transport activity, four implicated in energetic 
metabolism, three in adhesion processes and another three have protein 
refolding activity, three are included in other function categories and the 
activity for four of them have not been described. 
 
Table 8. Protein identification by nanoLC-MS/MS of the eluted sample from the anti-
rRmpM IgG affinity chromatography. Solubilized OMVs protein complexes from the 










Class 3 outer membrane 
porin (Fragment) PorB 
(Q6LCF5) 1059 68 23 33 Transport 
Class 1 outer membrane 
protein PorA 
(D2ICR6) 518 40 10 41.1 Transport 
OmpA family protein 
(RmpM) 
E6MX18 101 10 3 26.4 Transport 
60 kDa chaperonin E6MVE7 482 28.5 9 57.5 Refolding 
Probable FKBP-type 
peptidyl-prolyl cis-trans 
isomerase fkpA (Mip???) 
EON7N4 169 14.3 4 28.9 Refolding 
Imelysin family protein E6N0T2 654 38 15 42 Transport 
Opacity protein (Fragment) 
Opa 
O30756 323 41 11 27 Adhesion 
Colony opacity-associated 
adhesion 
(B5T877) 79 26 3 18.6 Adhesion 
Biopolymer transport 
protein exbB 
E6MUS4 198 26 5 24.4 Transport 
Biopolymer transport 
protein exbD 
F0MJT9 75 16 1 15 Transport 
Fimbrial protein (PilE) E6N0R0 86 18 5 18.1 Adhesion 
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ATP synthase subunit B E6MVA0 120 24 4 17.1 Catalytic 
Protein-export protein SecB E6MYD9 169 37 2 16.4 Transport 
50s ribosomal protein 
L7/12 (rplL) 
(E0NC13) 117 48 3 12.6 Translocation 
50S ribosomal protein L10 
(rplJ) 
F0MNK3 89 22 2 17.6 
Ribosome 
biogenesis 




E6MY66 330 45 7 36 Oxidireductase 
L-lactate dehydrogenase F0MLT4 247 33 8 43.2 Oxidoreductase 
Amino acid ABC 
transporter, periplasmic 
amino acid-binding protein 
E6N056 195 26.5 4 29.1 Transport 
Alkyl hydroperoxide 
reductase AhpD 
E6N031 195 44 2 11.6 Catalytic 
Putative lipoprotein E6MY46 118 36.5 3 13.7 - 
NMB1163-like protein 
(Fragment) 
(C0KW92) 75 16 1 9.9 - 
Putative uncharacterized 
protein 
E6MY22 112 26 2 10.9 - 
Thiol:disulfide interchange 
protein 
E6MWJ3 55 27.3 3 25.6 Refolding 
Lipoprotein E6MXT4 47 18 1 8.8 - 
Azurin F0ML03 46 28 4 18.8 
Copper 
binding 
Sequence coverage, database codes and molecular weights (MW) are those correspond to the 
proteins in the N. meningitidis H44/76 strain. Database codes in parenthesis indicate proteins 
different from H44/76 strain. 
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4. DISCUSSION 
Despite great efforts to study the meningococcal proteome, including 
porin complexes, the function and structural role of RmpM have not yet 
been elucidated. This protein belongs to the OmpA family which 
encompasses 3 distinctive groups of proteins: outer membrane proteins 
(OmpA, CadF, OprF, and others), peptidoglycan associated lipoproteins 
(Pal, OprL, and others) and bacterial flagellar motor proteins (MotB, MotY, 
SciZ, and others)
244
. Outer membrane proteins and peptidoglycan 
associated lipoproteins serve as anchors of the outer membrane to the rigid 
peptidoglycan matrix. The crystal structure of the C-terminal domain of the 
RmpM has been solved and a number of residues which may participate in 
the non-covalent binding of peptidoglycan have been identified
131
. The N-
terminal domain is too short to form a transmembrane β-barrel but its 
association to numerous outer membrane proteins which may link this 
region to the outer membrane.  This suggests a model where by RmpM 
binds peptidoglycan through the C-terminal domain and the outer 
membrane via membrane embedded proteins through the N-terminal 
region. RmpM could act as a structural, stabilising link between outer 
membrane and the peptidoglycan layer conferring to this protein an 
important role in the stability of the bacterial outer membrane and in the 
OMV formation. Van de Waterbeemb et al
146
 showed that non-functional 
or deletion mutants of RmpM were associated with a loosely attached outer 
membrane and an increased OMV yield, supporting the role of the RmpM 
in the OMV formation. Although RmpM has been classified as an OMP 
and there is evidence that RmpM and the homologous gonococcal PIII 
protein are important antigens with surface-exposed epitopes
243
, this model 
implies a strictly periplasmic location. However, the exact region of binding 
                                                             
244 Park JS, Lee WC, Yeo KJ, Ryu KS, Kumarasiri M et al. Mechanism of anchoring of 
OmpA protein to the cell wall peptidoglycan of the gram-negative bacterial outer 
membrane. FASEB J. 2012;26:219-228. 
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to OMPs remains unknown. In this work we try to better understand the 
relationship between RmpM and OMP complexes. 
Cross-linking and refolding assays using liposomes confirmed our 
previous observation that RmpM binds porin complexes through PorB. In 
charpter I we demonstrated that refolded porin and RmpM in liposomes led 
to the formation of rPorB/rRmpM and rPorA/rPorB/rRmpM complexes but 
no binding between PorA and RmpM was found. Also, analysis by hrCNE 
of native porin complexes from five different strains detected PorB/RmpM 
and PorA/PorB/RmpM but not PorA/RmpM complexes
237
. Moreover, 
Volokhina EB et al reported that the stabilizing role of the RmpM protein 
in porin complexes in the case of PorB appear to be more important than in 
the case of PorA, since they did not detect any PorB trimers in a RmpM 
mutant
144
. Cross-linking assays presented here show that when both porins 
are present only the rPorB interacted with the rRmpM. In addition the 
remaining biotin signal of rRmpM after treatment with SDS can be 
explained by the close proximity of RmpM proteins within the complex. 
This is likely the result of multiple binding of RmpM proteins to the 
trimetric porin or could be explained by predicted RmpM dimmer 
formation
131
. Biotin transfer to rPorA in the absence of rPorB was also 
identified.  This is contrary to what we expected but it may result from 
nonspecific interaction forced by the artificial cross-linking process. 
This finding was also supported by the study of the region responsible for 
RmpM binding to the porins, where C-terminal domain (rRMc) and N-
terminal region (rRMn) and its truncated proteins (rRMnt1 and rRMnt2) 
were incorporated into liposomes along with rPorA or rPorB. The C-
terminal region of RmpM did not interact with the porins when they were 
refolded into liposomes but the N-terminal region formed a complex only 
with rPorB. This result proves the involvement of the N-terminal region of 
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RmpM in the binding with neisserial porins and also, that PorB is the link 
between porin complexes and RmpM. Experiments using two truncated N-
terminal regions (rRMnt1 and rRMnt2) allowed the identification of the 
RmpM binding region, a six amino acid sequence (Val-Ser-Gly-Gln-Ser-
Asn) between the 10 and 15 position of the RmpM protein. This finding is 
in agreement with the hypothosised Grizot and Buchanan structural model 
for the RmpM and also with a study that showed that the N-terminus of the 
RmpM is required for the formation of a complex with Omp85
144
. 
This six amino acid peptide does not appear to be particularly conserved 
between Neisseria species, just three of these six amino acids, valine (V10) 
and the two serine residues (S11 and S14), seem to be conserved and just 
the serine residues are conserved in all Neisseriaceae sequences analysed. 
Serine is commonly implicated in hydrogen bound formation which could 
support protein-protein interactions. Zeth K et al
240 
reported that Delftia 
acidovorans Omp32 porin, which is analogue to the PorB, bound via two 
hydrogen bonds a periplasmic peptide involved in coupling the outer 
membrane to the peptidoglycan. Additional studies will be needed to 
explore the role of these amino acids in binding to PorB and other OMPs or 
if a structural pattern is implicated. This six amino acid peptide is only 
identical to the corresponding sequence in the N. ghonorroeae PIII, the 
other pathogenic Neisseria species. Because the high homology between 
this protein and RmpM we suggest that PIII is also implicated in binding to 
the gonococcal porin PI. This association could have important implications 
for the blocking antibodies reported for PIII 
245,242
. Why the RmpM has not 
the same blocking effect in N. menigitidis is still a question to be resolved. 
Although RmpM plays a role in OMV formation and in the stability of 
the bacterial outer membrane, similarly to the gonococcal PIII, it seems not 
                                                             
245 Joiner KA, Scales R, Warren KA, Frank MM, Rice PA. Mechanism of action of 
blocking immunoglobulin G for Neisseria gonorrhoeae. J Clin Invest.1985;76:1765-1772. 
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to be crucial since RmpM defective mutants do not show a modified colony 
morphology or growth characteristics
241
. Recently, new functions for the 
PIII have been described. Leuzzi R et al provided evidence that gonococcal 
PIII plays a role in protein translocation and in bacterial adhesion to human 
epithelial cells
243
. This could mean that there are other functions for RmpM 
too, in addition to the stabilization of OMPs complexes and anchorage to 
peptidoglycan. 
To study which other proteins apart from the porin complexes could be 
related with RmpM, solubilized proteins complexes from OMVs were 
passed through an immunoaffinity chromatography column with purified 
anti-rRmpM IgGs coupled to the matrix. As the sample applied was treated 
in order to preserve protein complexes integrity, it must be considered that 
many of the proteins detected in the elution sample would be proteins 
which are indirectly bound to RmpM. This retention could be through a 
secondary or even tertiary interaction with other proteins within a complex, 
or in transient interaction with complexes containing the RmpM. A clear 
example is the detection of PorA as part of the porin PorA/PorB 
heterotrimer, as we already have previously demonstrated, in native OMVs 
RmpM only binds PorB. 
Leuzzi et al reported that the loss of expression of PIII protein in the 
gonococcus results in defective membrane localization and accumulation on 
the periplasm of the NG1873 protein. They speculated that NG1873 is able 
to reach the outer membrane only when PIII is acting as a bridge between 
the outer membrane and the peptidoglycan layer. As a close homologue of 
PIII, RmpM may have a similar role in translocation proteins from the inner 
membrane to the outer membrane in N. meningitidis. Therefore, RmpM 
expression could have important implications in the final location of surface 
proteins, including those eliciting bactericidal antibodies. A protein 
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translocation role of RmpM could explain the presence of some proteins 
eluted from the column that do not appear to be related to RmpM. One of 
the proteins identified is the thiol:disulfide interchange protein DsbA. DsbA 
ensures the correct folding of many exported bacterial proteins by forming 
intramolecular disulphide bonds in the bacterial periplasm. Sinha et al.
246
 
showed that normal growth requires the expression of at least one of the 
NmDsbA proteins. Meningococci lacking both NmDsbA1 and NmDsbA2 
are deficient in DNA uptake and adhesion. Lack of these proteins has been 
associated with incorrect folding of PilE and the PilQ secretin. 
Interestingly, one of the other proteins detected in our analysis is the 
fimbrial protein PilE. In accord with a hypothetical protein translocation 
role for RmpM, the PilE could be one of those proteins that, after its initial 
folding process in the periplasm, depend on the interaction with the RmpM 
to reach the outer membrane. Leuzzi et al showed that expression of 
gonococcal pili and Opa proteins, implicated in the adherence and invasion 
of the epithelial cells, was unchanged in the outer membrane from the PIII 
defective compared to the expression on the wild strain. Regardless of this 
apparent lack of functional interaction in the gonococcus, neisserial PilE 
and Opa proteins were detected in the elution sample of our analyses. A 
differential protein expression analysis is needed to determine if these 
proteins require the interaction with RmpM to be translocated to the outer 
membrane. However, similarly to that suggested for gonococcal PIII 
protein
243
, the association of RmpM with PilE and Opa proteins could be 
just the result of an interaction at the outer membrane which may be linked 
to the process of adherence to the epithelial cells. Similarly to the 
gonococcal PIII protein, RmpM could be involved in cellular adhesion, all 
be it indirectly. 
                                                             
246 Sinha S, Ambur OH, Langford PR, Tønjum T, Kroll JS. Reduced DNA binding and 
uptake in the absence of DsbA1 and DsbA2 of Neisseria meningitidis due to inefficient 
folding of the outer-membrane secretin PilQ. Microbiology. 2008;154:217-225. 
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RmpM has been previously demonstrated to interact with iron-regulated 
proteins, LbpA, TbpA and FrpB
143
 as well as the Omp85 complex
144
. 
However, none of these proteins were found coupled with the RmpM in this 
study. A low concentration of these proteins in the sample could have 
avoided detection by the nanoLC-MS/MS analysis. Despite this we 
identified two proteins of the TonB complex, ExbB and ExbD. The energy 
required to import iron through the outer membrane and to release the 
tightly bound substrates from the outer membrane transport proteins into 
the periplasm, is derived by the TonB/ExbB and ExbD complex. All of the 
iron transporters in N. meningitidis have shown dependence on the energy 
transduction Ton system
247
. These iron transport systems, are comprised of 
a unique system containing two surface-exposed receptors
152
. In each 
system, the first receptor is a TonB-dependent transporter that serves as the 
pore through which the iron is directly transported. For example, in the 
transferrin transport system TonB interacts with a defined sequence of the 
extreme amino-terminus of TbpA called the TonB-box. This high affinity 
interaction leads to systematic TonB-dependent conformational changes 
within the entire plug domain, which then allow the formation of a transient 
docking site for iron. Surprisingly, although the TonB protein seems to be 
the component that directly contacts the outer membrane transport proteins, 
we only detected ExbB and ExbD. However, we have identified other ion 
transporters not previously related with RmpM. One of them is an 
Imelysine family protein implicated in iron transport but is also described 
as a protein belonging to the Efem/EfeO family. In fact, it shows 100% 
                                                             
247 Perkins-Balding D, Ratliff-Griffin M, Stojiljkovic I. Iron transport systems in 
Neisseria meningitidis. Microbiol Mol Biol Rev. 2004;68:154-171. 
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Another of the identified proteins was an ABC transporter substrate-
binding protein (SBP). In Gram-negative bacteria, periplasmic SBPs partner 
to ABC transporters for the acquisition of a diverse array of nutrients 
including peptides, sugars, and scarcely abundant metals. The peptide 
identified belongs to the family 3 SBPs that includes specific amino acids 
and opine-binding periplasmic proteins with glutamine being the amino 
acid for which this protein seems to be specific. Also, we identified the D-
methionine binding lipoprotein MetQ, a component of a binding protein-
dependent, ATP-driven transport system, the D-methionine permease. 
Finally, we also found another protein related with a transport system, the 
SecE protein. However, this association is probably due to post-
translational transport of the RmpM protein to the periplasm. This could 
also explain the presence of ribosomal proteins in the eluted sample. 
To conclude, we have established that RmpM association to the porin 
complexes is through PorB and requires a six amino acidic peptide located 
in the N-terminal region of RmpM. Although RmpM plays a role in the 
OMV production and in the stability of the bacterial outer membrane it 
could be also implicated in cellular adhesion and protein translocation. In 
addition our results suggest roles in ion and other substrates transport 
systems. This means that RmpM is not just interesting for OMVs vaccine 
production but could have further reaching impact in antigen presentation 
growth and pathogenesis. Further experiments are needed to clarify the 
function of this major neisserial protein. 
                                                             
248 Arenas J, Abel A, Sánchez S, Alcalá B, Criado MT et al. Locus NMB0035 codes for 
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1. INTRODUCIÓN 
A infección por Neisseria meningitidis continua a ser unha das principais 
causas de meninxite e sepse. Aínda que na actualidade se dispón de vacinas 
eficaces fronte aos serogrupos A, C, Y e W
249
, o desenvolvemento de 
vacinas contra o serogrupo B segue a ser un reto. O polisacárido capsular 
do serogrupo B é pouco inmunoxénico e similar aos glicopéptidos de certos 
tecidos nerviosos do humano, polo que pode desencadear unha resposta 
autoinmune
250
, o que impediu o desenvolvemento de vacinas de 
polisacárido conxugado fronte a este serogrupo. As principais vacinas 
empregadas fronte ao serogrupo B están constituídas por OMVs producidas 
pola bacteria, nas que a resposta inmune se dirixe fundamentalmente contra 
proteínas que forman parte dos complexos de porinas. No entanto, a 
elevada variabilidade dos antíxenos maioritarios, as porinas PorA e PorB, 
fai que estas vacinas sexan útiles unicamente fronte ás cepas empregadas no 
seu desenvolvemento. Outros importantes inconvenientes destas vacinas 
son a difícil estandarización na súa composición, xa que esta varía 
dependendo da cepa empregada e das condicións de cultivo, a presenza 
dunha grande cantidade de proteínas minoritarias
101
 e, aínda que en 
pequena proporción, a presenza do lipooligosacárido capsular 
                                                             
249 Østergaard L, Van der Wielen M, Bianco V, Miller JM. Persistence of antibodies for 
42 months following vaccination of adolescents with a meningococcal serogroups A, C, 
W-135, and Y tetanus toxoid conjugate vaccine (MenACWY-TT). Int J Infect Dis. 
2013;17:e173-176. 
250 Stein DM, Robbins J, Miller MA, Lin FY, Schneerson R. Are antibodies to the 
capsular polysaccharide of Neisseria meningitidis group B and Escherichia coli K1 
associated with immunopathology? Vaccine 2005;24:221–228. 
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, o que pode modificar a toxicidade e a inmunoxenicidade 
destas formulacións que, alén diso, presentan unha baixa estabilidade
252
. 
Nos últimos anos numerosas proteínas da membrana externa de N. 
meningitidis estanse a estudar como posíbeis candidatos para a formulación 
de novas vacinas. O proceso de purificación de proteínas transmembrana 
implica a perda da súa conformación nativa, imprescindíbel para o 
desenvolvemento dunha resposta inmune adecuada, polo que unha 
estratexia amplamente empregada é a incorporación destas proteínas en 
liposomas. Os proteoliposomas mimetizan o ambiente natural das proteínas 
nas OMVs, permitindo a recuperación da súa estrutura nativa, a produción 
dunha resposta inmune bactericida
222 
e a obtención de sistemas de 
composición estábel e definida. No capítulo I demostrouse que a 
renaturalización das proteínas rPorA, rPorB e rRmpM en proteoliposomas 
nunha proporción 2:4:1 permite obter un perfil de complexos de porinas 
moi similar ao existente nas OMVs producidas pola bacteria. Estes 
proteoliposomas poderían representar unha alternativa ás actuais vacinas de 
OMVs. 
A obtención de proteoliposomas é un procedemento complexo, xa que 
implica a incorporación das proteínas na estrutura dos liposomas o que 
impón moitas limitacións ás técnicas tradicionais de produción de 
liposomas. As técnicas empregadas con maior éxito implican a utilización 
de deterxentes na solubilización dos lípidos e proteínas, dando lugar á 
formación de micelas mixtas lípido-proteína-deterxente. Os deterxentes son 
posteriormente eliminados e os proteoliposomas formados poden ser 
                                                             
251
 Guthrie T, Wong SY, Liang B, Hyland L, Hou S et al. Local and systemic antibody 
responses in mice immunized intranasally with native and detergent-extracted outer 
membrane vesicles from Neisseria meningitidis. Infect Immun. 2004;72:2528-2537. 
252 Arigita C, Jiskoot W, Westdijk J, van Ingen C, Hennink WE et al. Stability of 
mono- and trivalent meningococcal outer membrane vesicle vaccines. Vaccine. 
2004;22:629-642. 
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sometidos a diversas técnicas (sonicación,  extrusión etc.) que permiten 
obter os liposomas das características desexadas
182
 Unha das principais 
limitacións dos liposomas é a súa inestabilidade química e física, tanto no 
almacenamento como tras a súa administración. Estas limitacións débense a 
que os lípidos insaturados que se poden empregar na súa preparación 
tenden a se oxidaren e tamén, pola tendencia dos liposomas a se agregaren 
ou a liberaren o seu contido
253
. Para evitar a oxidación dos lípidos, as 
formulacións adoitan incorporar axentes antioxidantes como α-tocoferol e 
β-hidroxitoluidina e para evitar a súa agregación e as modificacións no seu 
tamaño ou morfoloxía, a conservación dos liposomas realízase por 
liofilización en presenza dun axente crioprotector, xeralmente un azucre 
(trealosa, glicosa, sacarosa, etc.). Para monitorizar a estabilidade dos 
liposomas un dos parámetros máis empregado é o mantemento do tamaño 
de partícula, que se pode avaliar por diferentes técnicas como o Dynamic 
Light Scattering (DLS), microscopía electrónica de conxelación-
desconxelación, microscopía electrónica de tinción negativa etc. 
A falta de modelos animais para o estudo da enfermidade meningocócica 
dificulta moito o estudo dos posíbeis candidatos vacinais. O indicador de 
protección aceptado pola OMS para a súa avaliación é o ensaio de 
actividade bactericida (SBA). Este ensaio, de realización custosa e 
complexa, baséase na capacidade dos anticorpos presentes no soro de 
mataren o meningococo en presenza dunha fonte de complemento exóxena 
ao activaren a vía clásica do complemento. Non avalía outros mecanismos 
inmunolóxicos que poden ter relevancia na protección fronte ao 
meningococo, conducindo a unha posíbel subestimación dos antíxenos de 
estudo. Na actualidade, outros indicadores de protección como a deposición 
de compoñentes do complemento (ensaios de deposición de C3b/iC3b ou 
                                                             
253 Chatterjee S, Banerjee DK. Preparation, isolation, and characterization of liposomes 
containing natural and synthetic lipids. Methods in Molecular Biology. 2002;199: 3-16. 
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 ou a opsonofagocitose
208
, que determina a opsonización da 
bacteria que permite a súa fagocitose como un mecanismo alternativo de 
eliminación do microorganismo, tamén se están a valorar no estudo da 
resposta inmune fronte ao meningococo. 
 
                                                             
254 Tsolakos N, Brookes C, Taylor S, Gorringe A, Tang CM et al. Identification of 
vaccine antigens using integrated proteomic analyses of surface immunogens from 
serogroup B Neisseria meningitidis. J Proteomics. 2014;101:63-76. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
2.1. Propiedades físicas e estabilidade 
2.1.1. Formación e condicións de conservación dos 
proteoliposomas  
Para o estudo de formación e conservación dos proteoliposomas 
preparáronse LipABR 1:2:1 (0,125 mg rPorA, 0,250 mg rPorB e 0,125 mg 
rRmpM), e LipC como control, segubdo se indicou na sección 2.7.1 do 
capitulo I. O proceso de formación dos liposomas foi monitorizado 
realizando medidas do tamaño de partícula tras cada paso do proceso. 
Finalmente, os liposomas foron resuspendidos en PBS cun 10% (p/v) de 
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axente crioprotector, glicosa ou trealosa, e α-tocoferol 6,7 mM para evitar a 
oxidación dos lípidos. O perfil de complexos presentes nos LipABR 1:2:1 
estudouse por 1-D hrCNE, 2-D hrCNE/SDS-PAGE e Western-bloting, 
como se indicou nas seccións 2.11 e 2.12 e 2.13 do capítulo I. 
De cada lote de liposomas preparado, a metade conservouse en 
suspensión a 4 ºC e a outra metade liofilizaouse (Lyph Lock6, Labconco, 
MO, USA) en alícuotas de 30 µl durante 24 h tras conxelación a –80 ºC e 
almacenáronse a TA nun desecador. En ambos os casos os liposomas 
conserváronse protexidos da luz. 
 
2.1.2.  Deseño do estudo de estabilidade 
Para avaliar a estabilidade dos proteoliposomas realizouse durante un 
período de 9 meses unha monitorización do tamaño medio de partícula e 
morfoloxía das mostras almacenadas a 4 ºC e tras a liofilización. 
Inicialmente realizáronse medidas do diámetro medio de partícula cada 2-3 
días e a partir do día 14 de almacenamento as medidas realizáronse cada 15 
días até un período de 3 meses. A continuación as medidas realizáronse 
cada 2 meses até completar o período de 9 meses. A morfoloxía dos 
liposomas estudouse no momento da súa preparación, tras 3 meses de 
almacenamento e unha vez completados os 9 meses do estudo. O contido 
proteico dos LipABR 1:2:1 estudouse por SDS-PAGE no momento da súa 
preparación e após 3 meses de almacenamento. O correcto recoñecemento 
antixénico ensaiouse por dot-blotting tras os 9 meses de almacenamento. 
 
2.1.3. Medida do tamaño de partícula 
A medida do tamaño dos liposomas realizouse por DLS empregando un 
Zetasizer nano ZS (Malvern) como se indica na sección 2.8 do capitulo I. 
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No caso das mostras liofilizadas, estas foron previamente resuspendidas en 
30 µl de auga Milli-Q mediante vortex durante 2 min. As mostras diluíronse 
1:100 en auga Milli-Q e a medida do tamaño realizouse a 25 ºC. 
 
2.1.4. Estudo morfolóxico dos proteoliposomas 
A morfoloxía dos proteoliposomas foi analizada por microscopía 
electrónica de transmisión (TEM) no Servizo de Microscopia Electrónica e 
Confocal da Universidade de Santiago de Compostela empregando o 
Microscopio Electrónico de Transmisión PHILIPS CM-12.
 
 
As mostras de proteoliposomas, unha vez renaturalizadas no caso das 
mostras liofilizadas, dializáronse durante 12 h a 4 ºC fronte a auga Milli-Q 
en axitación constante para eliminar os sales e impurezas do medio. Os 
liposomas diluíronse 1:2 con auga Milli-Q e depositáronse sobre grellas de 
carbono incubando durante 1 min. Eliminouse o exceso de mostra das 
grellas cun papel de filtro e secáronse durante 1 min. As grellas tinxíronse 
con ácido fosfotúngstico ao 2% durante 1 min e o exceso de colorante 
eliminouse por lavado con auga. A análise realizouse a unha voltaxe de 
aceleración de 60 KV, cunha resolución de 0,3 nm e as imaxes foron 
tomadas cunha cámara MEGA VIEW-II DOCU. 
 
2.1.5. Análise electroforética SDS-PAGE 
Para comprobar o contido de proteína dos liposomas tanto no momento 
da súa preparación como despois de tres meses de almacenamento 
realizouse unha electroforese SDS-PAGE. Os liposomas almacenados foron 
dializados durante 12 h a 4 ºC fronte auga Milli-Q. As mostras tratáronse 
con tampón de mostra con SDS (Tris-HCl 62,5 mM, SDS 2% (p/v), 2-β-
mercaptoetanol 2,5% (v/v), glicerol 10% (v/v) e azul de bromofenol 
0,005%) durante 10 min a 95 ºC. A electroforese realizouse nas condicións 
estándar da SDS-PAGE. 
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2.1.6. Dot-blotting 
Para comprobar o recoñecemento antixénico dos proteoliposomas tras o 
proceso de almacenamento realizouse un ensaio de dot-blotting. De cada 
mostra de liposomas depositáronse 2 µl nunha membrana de nitrocelulosa 
(0.45 µm, BioRad, Richmond, CA, USA) que se secou 10 min a 37 ºC. A 
membrana bloqueouse con tampón de bloqueo TBS cun 5% de Blotto (Bio-
Rad Lab., Richmond, CA, EEUU)) durante 1 h a TA en axitación constante, 
lavouse tres veces con TBS-Tween e incubouse durante 90 minutos a 37 ºC 
en axitación co soro anti-OMVs da cepa H44/76 diluído 1:1000 en TBS-
Tween con Blotto ao 1%. Despois de tres lavados incubouse durante 90 
minutos a 37 ºC en axitación con anticorpos de coello anti-Ig de rato 
conxugados a peroxidasa (Sigma, Reino Unido) diluídos 1:1000 en TBS-
Tween con Blotto ao 1%. Finalmente, a membrana lavouse tres veces e 
revelouse con PBS/H2O2/4-cloro-1α-naftol durante 20 minutos, detendo a 
reacción con auga. 
 
2.2.  Propiedades inmunolóxicas  
2.2.1. Cepas bacterianas e condicións de cultivo 
As características das cepas bacterianas empregadas nos seguintes 
ensaios detállanse na táboa 9. As cepas 3061, 3063 e H44/76 foron doadas 
polo Dr. Ian Feavers (NIBSC, U.K.). A cepa salvaxe H44/76 é a cepa 
vacinal empregada polo Instituto Nacional Noruego de Saúde Pública para 
o desenvolvemento da vacina de OMVs MenBvac
®
. A cepa NZ98/254, 
empregada para o desenvolvemento da vacina de OMVs MeNZB
™
, foi 
amabelmente cedida pola Dra. D. R. Martin (Institute of Environmental 
Science and Research, Kenepuru Science Centre, Porirua, Nova Zelanda). 
As cepas Nm26 e NmP27 pertencen á colección do Laboratorio de 
Patoxenicidade Bacteriana do Departamento de Microbioloxía e 
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Parasitoloxía da Facultade de Farmacia da Universidade de Santiago de 
Compostela. A cepa Nm26 foi illada do líquido cefaloraquídeo dun 
paciente no Complexo Hospitalario Universitario de Santiago de 
Compostela e a cepa NmP27 procede da orofarinxe dun individuo san da 
Comunidade Autónoma de Galiza. 
Táboa 9. Listaxe de cepas empregadas neste traballo. 
Cepa  Serogrupo Serotipo/serosubtipo ST/ET 
H44/76 B 15:P1.7,16 ST-32 
NZ98/254 B 15:P1.7-2,4 ST-41 
3061 B 4:P1.7-2,4 ST-41 
3063 B 1:P1.22,14 ST-213 
Nm26 B 4:P1.16 - 
NmP27 Aa 15:P1.7,16 - 
Aa: autoaglutinante 
 
2.2.2. Obtención de soros inmunes 
Os soros inmunes de rato obtivéronse empregando como antíxenos 




Para a inmunización e estudo da resposta inmune os liposomas 
seleccionados foron LipABR 1:2:1, LipAB 1:2 e LipBR 4:1 e LipC como 
control. Estes liposomas foron preparados como se indica na sección 2.7.1 
do capitulo I, liofilizados como se indicou na sección 2.1 deste capítulo 
empregando glicosa como axente crioprotector, e almacenados a TA. No 
momento da súa utilización as mostras foron renaturalizadas en auga Milli-
Q mediante vortex 2 min. Por cada tipo de liposomas obtivéronse tres soros, 
un sen adxuvante e os outros dous empregando diferentes adxuvantes 
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(adxuvante de Freund ou hidróxido de aluminio [AL(OH)3]). Os soros anti-
OMVs obtivéronse empregando adxuvante de Freund. 
Por cada soro inmunizáronse por inxección intraperitoneal 10 femias de 
rato ICR (Swiss) de catro semanas de idade que recibiron tres doses do 
antíxeno espazadas 14 días. O protocolo de inmunización por rato segundo 
o adxuvante empregado foi o seguinte: 
 Sen adxuvante: 5 µg de proteína en proteoliposomas diluída 
en 100 µl de auga. 
 Con AL(OH)3: 5 µg de proteína en proteoliposomas diluída 
en 50 µl de auga e 50 µl de AL(OH)3 mesturando por pipeteo 
durante 5 min. 
 Con adxuvante de Freund: 5 µg de proteína en 
proteoliposomas ou 20 µg de proteína en OMVs diluídas en 50 µl de 
auga e 50 µl de adxuvante de Freund emulsionándose por 
sonicación. Na primeira inmunización empregouse adxuvante 
completo de Freund e nas dúas seguintes adxuvante incompleto de 
Freund. 
A extracción do sangue realizouse 5 días despois da terceira 
inmunización. O sangue deixouse coagular 1 h a TA e a continuación 
incubouse 3 h a 4 ºC para retraer o coágulo. O soro obtido centrifugouse a 
2.000 x g durante 10 min, filtrouse a través de membranas de 0,22 µm e 
finalmente almacenouse en alícuotas de 200 μl a – 80 ºC. 
 
2.2.3. Caracterización dos soros por Western-blotting 
2.2.3.1. SDS-PAGE 
Mostras con 60 µg de proteína en OMVs da cepa H44/76 diluíronse en 
60 µl de auga, mesturáronse 1:1 (v/v) con tampón de mostra de SDS e 
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incubáronse durante 10 min a 95 ºC. As proteínas separáronse por SDS-
PAGE, como se indicou na sección 2.10 do capítulo I, empregando un xel 
ao 12% de PA de 1 mm de grosor e moldeando o xel concentrador cun 
pente cego. Empregáronse Biotinylated Standards Low-Range (Bio-Rad 
Lab., Richmond, CA, USA) como marcadores de masa molecular. 
 
2.2.3.2. hrCNE  
Os complexos proteicos presentes en mostras con 80 µg de proteína en 
OMVs da cepa H44/76 separáronse por hrCNE, como se indicou na sección 
2.11 do capítulo I, en xeles en gradiente de PA do 8-11% empregando xeles 
concentradores moldeados cun pente cego. 
 
2.2.3.3. Western-blotting 
Após a separación das proteínas e dos complexos proteicos por 
electroforese, estes transferíronse a membranas de PVDF, como se indicou 
na sección 2.14 do capítulo I. 
Unha vez finalizada a transferencia, a membrana bloqueouse con tampón 
de bloqueo (TBS cun 5% de Blotto (Bio-Rad Lab., Richmond, CA, EEUU)) 
durante 1 h a TA en axitación constante e lavouse tres veces con TBS-
Tween. As membranas cortáronse en tiras de 6 mm no sentido do 
desprazamento das proteínas no xel electroforético. Posteriormente, as tiras 
incubáronse durante 90 min a 37 ºC en axitación cos diferentes soros de 
rato anti-proteoliposomas e co soro anti-OMVs da cepa H44/76 diluídos 
1:1000 en TBS-Tween con Blotto ao 1%. Tras tres lavados con TBS-
Tween, as tiras incubáronse durante 90 min a 37 ºC en axitación con 
anticorpos de coello anti-Ig de rato conxugados a peroxidasa (Sigma, Reino 
Unido) diluídos 1:1000 en TBS-Tween con Blotto ao 1%. As tiras de 
membrana laváronse tres veces con TBS-Tween, reveláronse con 
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PBS/H2O2/4-cloro-1α-naftol durante 20 minutos, e o revelado detívose con 
auga desionizada. 
 
2.2.4. Ensaio de actividade bactericida 
Os ensaios de actividade bactericida realizáronse seguindo unha 
variación do protocolo descrito previamente por Zollinger e 
colaboradores
255
. Como fonte de complemento empregouse soro de cría de 
coello comercial (Baby Rabbit Complement [BRC], Cedarlane, Canadá) 
previamente adsorbido para eliminar a súa posíbel actividade bactericida 
intrínseca. A adsorción dos posíbeis anticorpos específicos realizouse 
seguindo o protocolo descrito por K. A. Joiner e colaboradores
 256
. O BRC 
incubouse durante 1 h en xeo con axitación constante fronte ás células da 
cepa ensaiada previamente formalinizadas. As células elimináronse por 
centrifugación a 10.000 x g durante 10 min a 4 ºC e o proceso repetiuse tres 
veces. Despois da ultima centrifugación o BRC adsorbido filtrouse a través 
de membranas de 0,22 µm e almacenouse en alícuotas a – 80 ºC até a súa 
utilización. 
Para a realización do SBA mesturáronse nunha placa de 96 pozos con 
fondo plano (BRANDplates®, BRAND, Alemaña):  
 25 μl de suspensión bacteriana (1,46 x 105 cel/ml en tampón 
GBSS [gelatin balanced salt solution]). 
 50 μl de soro test, previamente inactivado por calor (30 min 
a 54 ºC) e diluído 1:4 en GBSS (concentración na mestura final 1:8) 
ou a correspondente dilución seriada. 
                                                             
255 Zollinger WD, Brant BL, Tramont EC, Dobek AS. Imnune response to Neisseria 
meningitidis. En: Rese NR, Friedman H (Eds). Manual of Clinical Immunology. 
Washington DC: American Society for Microbiology. p. 446-453. 
256 Joiner KA, Warren KA, Brown EJ, Swanson J, Frank MM. Studies on the 
mechanism of bacterial resistance to complement-mediated killing. IV. C5b-9 forms high 
molecular weight complexes with bacterial outer membrane constituents on serum-
resistant but not on serum-sensitive Neisseria gonorrhoeae. J Immunol. 1983;131:1443-51. 
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 25 μl de BRC diluído (concentración na mestura final 12,5% 
(v/v)) engadido sempre en último lugar. 
Para determinar o número de unidades formadoras de colonias (CFUs) 15 
μl de cada mestura a tempo 0 (t0) e tras unha incubación de 60 min (t1) a 37 
ºC e 5% CO2, foron cultivadas en placas con medio sólido GC agar 
enriquecido con Biovitex ao 1%. As placas incúbanse 24 h a 37 ºC en 
atmosfera húmida e 5% de CO2. 
A actividade bactericida exprésase como a porcentaxe da redución media 
das CFUs rexistrada no tempo de 60 min respecto ao t0. Considérase que un 
soro é bactericida cando produce unha taxa de mortalidade (TM) igual ou 
superior ao 50% a dilución 1:8 empregando BRC. A TM expresada como 
porcentaxe calculouse segundo a seguinte ecuación: 
TM = [CFUst1×100/CFUst0]×100 
Os soros bactericidas tituláronse realizando dilucións seriadas, cun factor 
de dilución de ½, e expresando a súa actividade bactericida como a máxima 
dilución que mostrou unha TM ≥ 50%. 
Para probar a actividade do complemento e a sensibilidade das bacterias 
ao soro, realizáronse controis negativos en que os soros inmunes, o 
complemento, ou ambos se substitúen por GBSS. Para probar o correcto 
funcionamento do complemento incluíronse controis positivos co 
correspondente soro anti-OMVs da cepa ensaiada. Cada ensaio repetiuse 
polo menos dúas veces en días diferentes e con dúas réplicas en cada 
ensaio. 
2.2.5. Ensaios de citometría de fluxo 
Os ensaios de citometría de fluxo (deposición do complemento e 
opsonofagocitose) realizáronse en colaboración co Public Health England-
Porton (PHE Porton, Reino Unido). Realizáronse dous tipos de ensaios de 
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deposición do complemento, deposición de C3b e deposición de C5b-9 
(MAC). As medidas realizáronse cun citómetro Becton Coulter FC500. Por 
motivos de seguridade provocouse a morte das bacterias empregadas nos 
ensaios mediante incubación con azida sódica ao 0,2% (p/v) e 17 μg/ml 
fenilmetilsulfonil fluoruro durante 48 h a 37 °C. 
Como fonte de complemento empregouse plasma humano 
agammaglobulinémico ao que se lle eliminan as IgG cunha columna de 
afinidade ProteinG Sepahrose inmediatamente antes do seu uso. A columna 
equilibrouse con tres volumes da columna (CV) de solución salina 
tamponada de Hank, introduciuse un CV de plasma humano e incubouse 5 
min a 4 ºC. O plasma recuperouse mediante a introdución de un CV de 
solución salina na columna. 
 
2.2.5.1. Ensaios de deposición de complemento 
Nunha placa de 96 pozos con fondo en U (Sterilin, Reino Unido) 
mesturáronse:  
 5 μl de soro test 
 90 μl de suspensión bacteriana axustada a unha absorbancia 
a 600 nm de 0,1 en solución de bloqueo (BSA 2% en PBS) 
 5 μl de complemento humano sen IgG 
As mesturas incubáronse 45 min con axitación de 900 rpm a 37 ºC e 
centrifugáronse a 3.000 x g durante 5 min. O precipitado lavouse con 
solución de bloqueo e resuspendeuse en 200 μl de solución de bloqueo con 
anticorpos de ovella anti-C3c humano marcado co fluoroforo FITC 
(Fluoresceína-5-isotiocianato, AMS Biosciences, Reino Unido) a dilución 
1:500 para a determinación da deposición de C3b/iC3b e anticorpos de rato 
anti-C5b-9 humano marcado con Alexafluor 647 (Technoclone) a dilución 
Capítulo III. Material e métodos 
- 201 - 
 
1:2000 para a determinacion da deposición do MAC (C5b-9). Incubouse 
durante 20 min a 4 ºC e lavouse con solución de bloqueo. Finalmente as 
mostras resuspendéronse en 200 μl de HBSS (Hanks buffered saline 
solution). 
As células analizáronse nun Beckman Coulter FC500 flow cytometer 
(Beckman Coulter Ltd, High Wycombe, UK). Na canle FITC 
determináronse ventas de análise na poboación de bacterias do control con 
complemento e sen anticorpos, incluíndo nestas aproximadamente o 10% 
da poboación. Nas mostras a analizar mediuse a fluorescencia de 75.000 
bacterias e a porcentaxe de células que mostraron fluorescencia FITC na 
rexión apropiada multiplicouse pola fluorescencia media para obter o índice 
de fluorescencia (FI). Ao FI de cada mostra restóuselle o FI do control para 
obter o valor FI-C’. 
 
2.2.5.2. Ensaio de unión a superficie 
Nunha placa de 96 pozos con fondo en U (Sterilin, Reino Unido) 
mesturáronse: 
 2 μl de soro test. 
 198 μl de suspensión bacteriana axustada a unha absorbancia 
a 600 nm de 0,1 en solución de bloqueo (BSA 2% en PBS). 
As mesturas incubáronse 30 min a 25 ºC cunha axitación de 900 rpm e 
centrifugáronse a 3060 x g durante 5 min. As mostras laváronse con 
solución de bloqueo e resuspendéronse en 200 μl de anticorpo de cabra 
anti-Ig de rato marcados con FITC (Jackson Immunochemicals, USA) 
diluído en solución de bloqueo 1:500 e incubáronse 20 min a 4 ºC. 
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As células analizáronse nun Beckman Coulter FC500 flow cytometer 
(Beckman Coulter Ltd, High Wycombe, UK). Na canle FITC 
determináronse ventas de análise na poboación de bacterias do control sen 
soro. Nas mostras a analizar mediuse a fluorescencia de 75.000 bacterias e a 
porcentaxe de células que mostraron fluorescencia FITC na rexión 
apropiada multiplicouse pola fluorescencia media para obter o FI. Ao FI de 
cada mostra restóuselle o FI do control sen soro para obter o valor FI-C. 
 
2.2.5.3. Ensaio de opsonofagocitose 
Para a determinación da actividade opsónica antes de producirlles a 
morte celular ás bacterias tinxíronse durante 1 h con 10 μg/ml do fluoróforo 
2′,7′-bis-(2- carboxietil)-5-(6)-carboxifluoresceina (BCECF, Calbiochem, 
Reino Unido). Como fagocitos empregouse a liña celular HL60 (American 
Type Cultures Collection, Rockville MD, USA), diferenciada a granulocitos 
con N,N-dimetilenformamida ao 0,8% (Sigma, Reino Unido) durante 5 
días.  
Nunha placa de 96 pozos con fondo en U (Sterilin, Reino Unido) 
mesturáronse: 
 20 μl de soro test diluído 1:4 en tampón DPBS-GACM (PBS 
Dulbecco cun 0,5% BSA, glicosa 5 mM, CaCl2
.
2H2O 0,9 mM e 
MgSO4
.
H2O 0,5 mM [Sigma, Reino Unido]) 
 20 μl de suspensión bacteriana tinxida (2,5x109 bacterias) 
diluída en tampón DPBS-GACM 
 10 μl de complemento humano sen IgG diluído 1:10 
A suspensión bacteria co soro incubouse durante 30 min a 37 ºC cunha 
axitación de 900 rpm e a continuación engadiuse o complemento, e a 
mestura incubouse durante 15 min nas mesmas condicion. Posteriormente 
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engadíronse 40 μl de células HL60 diferenciadas (2,5x107 cel/ml en tampón 
DPBS-GACM) e incubouse outros 30 min nas mesmas condicións. A 
opsonofagocitose parouse engadindo 80 μl de tampón DPBS-GACM 
enfriado en xeo cun 0,02% de EDTA (Sigma, Reino Unido). 
Inmediatamente antes da lectura da placa engadíronse 50 μl de Trypan blue. 
As células analizáronse nun Beckman Coulter FC500 flow cytometer 
(Beckman Coulter Ltd, High Wycombe, UK). Na canle de fluorescencia 
para o pigmento BCECF determináronse ventas de análise (gates) na 
poboación de células HL60 do control sen anticorpos e con complemento, 
incluíndo aproximadamente o 10% da poboación total. Nas mostras a 
analizar mediuse a fluorescencia de 75.000 células HL60. A porcentaxe de 
células que mostraron fluorescencia BCECF na rexión apropiada (% gated) 
multiplicouse pola fluorescencia media (X-mean) para calcular o FI. Ao FI 
de cada mostra restóuselle o FI do control con complemento e sen 
anticorpos para obter o valor FI-C’.  
 
2.3. Análise dos datos 
A comparación estatística do tamaño de partícula dos liposomas 
conservados a 4 ºC e liofilizados e dos soros inmunes fronte ao soro non 
inmune nos ensaios de OPA e SLA realizáronse empregando software libre 
DEVELVE mediante o test Kruskal-Wallis (ANOVA non paramétrica). 
Considéranse diferenzas estatisticamente significativas cando P≤0,05. 
A correlación dos ensaios inmunolóxicos realizouse empregando o test 
Spearman r. Considéranse estatisticamente significativas cando P≤0,05. 
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3. RESULTADOS 
3.1. Formación dos proteoliposomas 
Co fin de monitorizar o proceso de formación e estabelecer as 
características dos LipABR 1:2:1 e LipC, determinouse o seu tamaño de 
partícula tras a diálise e durante a extrusión, como se recolle na táboa 10. 
No caso dos liposomas control, o tamaño dos liposomas modifícase pouco 
durante o proceso de extrusión, mais a polidispersión do sistema diminúe 
notabelmente, obtendo unha suspensión final moi homoxénea. Os 
liposomas que incorporan as proteínas recombinantes tras a diálise 
presentan un tamaño moi grande e unha elevada polidispersión que se 
reducen progresivamente durante o proceso de extrusión, obtendo unha 
poboación final moi homoxénea. A morfoloxía dos proteoliposomas 
obtidos foi analizada por TEM (Figura 22A e B), observando que tanto os 
liposomas control como os proteoliposomas após a súa extrusión a través 
das membranas de 100 nm presentan unha forma esférica e unha 
distribución homoxénea. A cuantificación da proteína incorporada mostrou 
un rendemento de incorporación aos liposomas superior ao 80%. 
Para estudar os diferentes complexos proteicos formados nos LipABR 
1:2:1, estes foron analizados mediante electroforese bidimensional, 
realizando unha 1-D hrCNE seguida dunha segunda dimensión 
desnaturalizante (2-D hrCN/SDS-PAGE) e realizando tamén un Western-
blotting tras a 1-D hrCNE (Figura 21). Detectáronse 7 complexos proteicos 
de alta Mm (C1-C7) entre 142 e 263 kDa e un complexo de menor Mm de 
104 kDa (C0). O complexo de 104 kDa e C1 son homocomplexos de PorB 
e C4 é un homocomplexo de PorA, mentres que C2, C3, C6 e C7 son 
heterocomplexos que conteñen a PorA e a PorB, e C5 é un complexo de 
PorB. Os resultados do Western-blotting suxiren que a RmpM se acha 
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formando parte dos complexos C5, C6 e C7. Polo tanto, o perfil de 
complexos obtidos, así como a súa composición, é moi similar ao existente 
nos LipABR 2:4:1 detallado na sección 3.4 do capítulo 1. A principal 
diferenza é a menor intensidade do homocomplexo de rPorA, C4, atribuído 
á redución da cantidade da proteína rPorA nestes liposomas.  
 
Táboa 10. Diámetro medio (Ø) e PDI dos proteoliposomas durante o seu proceso de 
formación. Os resultados exprésanse como media ± DS (n=3). 
Liposomas 
 Etapa de produción 
 Diálise Extrusión (tamaño de poro) 




111,0 ± 1,9 
0,2 ± 0,01 
105,7 ± 0,6 
0,1 ± 0,01 
109,47 ± 2,9 
0,16 ± 0,01 
95,4 ± 1,6 





756,1 ± 81,6 
0,7 ± 0,2 
264,8 ± 5,9 
0,4 ± 0,01 
237,50 ± 3,6 
0,27 ± 0,01 
120,2 ± 1,3 
0,1 ± 0,03 
 
 
Figura 21. Análise electroforética dos LipABR 1:2:1 obtidos por diálise-extrusión (A) 
Análise en 1-D hrCNE e Western-blotting empregando soro anti-rRmpM. (B) Análise en 
2-D hrCN/SDS-PAGE.  
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Figura 22. Morfoloxía dos proteoliposomas. (A) LipC no momento da súa preparación 
(T0). (B) LipABR 1:2:1 no momento da súa preparación (T0). (C) LipABR 1:2:1 tras 3 
meses a 4 ºC en presenza de glicosa (Gli). (D) LipABR 1:2:1 tras 3 meses a 4 ºC en 
presenza de trealosa (Tre). (E) LipABR 1:2:1 tras 3 meses liofilizados en presenza de 
glicosa. (F) LipABR 1:2:1 tras 3 meses liofilizados en presenza de trealosa. (G) LipABR 
1:2:1 tras 9 meses liofilizados en presenza de glicosa. (H) LipABR 1:2:1 tras 9 meses 
liofilizados en presenza de trealosa.  
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3.2. Conservación dos proteoliposomas 
O estudo de estabilidade dos proteoliposomas realizouse analizando as 
súas propiedades durante o seu almacenamento en suspensión a 4 ºC e tras 
liofilización a TA. A liofilización dos proteoliposomas en ausencia de 
axente crioprotector orixina a formación de liposomas de diámetro moito 
maior aos iniciais e moi variábel (970,1 ± 136,78 nm), cun PDI elevado 
(0,396 ± 0,128), o que indica a necesidade de empregar un axente 
crioprotector. Neste estudo avaliouse a utilización de dous axentes 
crioprotectores, trealosa e glicosa. A táboa 11 mostra os diámetros medios 
iniciais (día 1) dos liposomas en suspensión a 4 ºC e inmediatamente 
despois da resuspensión tras a liofilización. En todos os liposomas podemos 
observar que a liofilización produce unha pequena diminución do tamaño 
de partícula, estatisticamente non significativa (P>0,05). 
Para avaliar a estabilidade dos proteoliposomas realizouse unha 
monitorización durante un período de 9 meses do seu tamaño medio de 
partícula e da súa morfoloxía para as mostras almacenadas a 4 ºC e 
liofilizadas. Inicialmente realizáronse medidas cada 2-3 días e a partir do 
día 14 de almacenamento cada 15 días até completar un período de 3 meses. 
A continuación as medidas realizáronse cada 2 meses (Figura 23 e Táboa 
11). A morfoloxía dos proteoliposomas foi analizada aos 3 e 9 meses de 
almacenamento mediante TEM (Figura 22C-H). 
Os LipC (Figura 23) conservados a 4 ºC presentan unha pequena 
diminución progresiva do tamaño durante o período de almacenamento, 
aínda que non estatisticamente significativa (P>0,05), e un importante 
aumento da polidispersión dos sistemas. En presenza de glicosa mostraron 
unha grande agregación tras 210 días de almacenamento cun tamaño medio 
de partícula de 293,3 ± 3,9 nm. Nos LipC liofilizados o diámetro medio 
permaneceu constante e a heteroxenicidade dos sistemas baixa ao longo de 
todo o estudo. 
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Táboa 11. Diámetro medio (Ø) e indice de polidispersión (PDI) dos liposomas control (LipC) e dos 
proteoliposomas (LipABR) durante o almacenamento a 4 ºC e liofilizados empregando glicosa (Gli) 
e trealosa (Tre) como axentes crioprotectores. Os resultados exprésanse como a media ± SD (n=3). 
  Día 1 Día 88 (3 meses) Día 270 (9 meses) 
Liposo
mas 





85,1 ± 1,6 
0,1 ± 0,01 
74,1 ± 0,6 
0,1 ± 0,01 
73,1 ± 0,5 
0,1 ± 0,01 
71,8 ± 0,9 
0,1 ± 0,01 
289,7 ± 3,0 
0,3 ± 0,01 
73,1 ± 0,7 





89,1 ± 0,8 
0,1 ± 0,01 
83,2 ± 1,1 
0,2 ± 0,01 
72,4 ± 1,0 
0,1 ± 0,01 
80,9 ± 1,0 
0,1 ± 0,01 
69,2 ± 1,4 
0,2 ± 0,01 
79,7 ± 0,5 





123,6 ± 2,2 
0,2 ± 0,01 
115,2 ± 2,3 
0,2 ± 0,01 
115,0 ± 1,5 
0,2 ± 0,01 
108,9 ± 0,6 
0,2 ± 0,01 
108,4 ± 2,3 
0,2 ± 0,01 
111,7 ± 1,3 





120,7 ± 1,9 
0,2  ± 0,01 
111,4 ± 2,7 
0,2 ± 0,01 
115,9 ± 2,2 
0,2 ± 0,01 
112,7 ± 0,5 
0,20 ± 0,01 
111,6 ± 0,3 
0,2 ± 0,01 
117,0 ± 0,8 
0,2 ± 0,01 
 
Tempo (días)






























Figura 23. Variación do tamaño medio (media±DS) dos liposomas control (LipC) e dos 
proteoliposomas (LipABR) durante o periodo de almacenamento de nove meses. O 
almacenamento realizouse en suspensión a 4 ºC e a temperatura ambiente tras liofilización. 
Como axentes crioprotectores empregouse glucosa (Gli) ou trealosa (Trea).  
Capítulo III. Resultados 
- 209 - 
 
No caso dos LipABR (Figura 23), ocorre algo similar, permanecendo o 
tamaño constante no caso dos proteoliposomas liofilizados e observándose 
unha pequena diminución progresiva no caso dos proteoliposomas 
conservados a 4 ºC, aínda que non estatisticamente significativa. En ningún 
dos sistemas liofilizados se observou diferenza estatisticamente 
significativa entre os dous axentes crioprotectores ensaiados (P>0,05). 
A figura 22C-F mostra a morfoloxía dos proteoliposomas tras 3 meses 
de almacenamento. Pódese observar que os proteoliposomas conservados a 
4 ºC presentan importantes alteracións da súa morfoloxía con presenza de 
agregados, mentres que os proteoliposomas liofilizados manteñen a súa 
forma esférica durante os 9 meses de almacenamento (Figura 22G e H). 
Nestas imaxes pode ademais observarse a presenza dos complexos 
proteicos incorporados na bicapa lipídica que, pola súa maior afinidade ao 
colorante, aparecen como puntos máis escuros no contorno dos 
proteoliposomas, especialmente na figura 22F. 
A figura 24 mostra o resultado da electroforese SDS-PAGE dos 
proteoliposomas no momento da súa preparación e tras tres meses de 
almacenamento (en suspensión a 4 ºC e liofilizados). A pesar de que esta 
técnica non permite a comparación directa da cantidade de proteína e de 
que a diálise na preparación da mostra dificulta a homoxeinización da 
cantidade de proteínas cargada na electrofores, podemos observar que após 
3 meses de almacenamento os proteoliposomas seguen conservando as 
proteínas incorporadas. Ademais, en ningún caso se detectou proteína no 
sobrenadante dos liposomas tras centrifugación. No entanto, pode 
apreciarse certa perda de proteína, especialmente da rRmpM. 
A figura 25 mostra o resultado do ensaio de dot-blotting realizado cos 
liposomas tras 9 meses de almacenamento. Todos os LipABR son 
recoñecidos polo soro anti-OMVs aínda que o sinal dos liposomas 
conservados con glicosa é maior. 
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Figura 24. Análise por SDS-PAGE dos LipABR 1:2:1 no momento da súa preparación 
(T0) e tras tres meses de almacenamento a 4 ºC ou liofilizados, empregando glicosa (Gli) 




Figura 25. Análise por dot-blotting empregando soro anti-OMVs H44/76, dos liposomas 
control (LipC) e proteoliposomas LipABR 1:2:1 tras nove meses de almacenamento a 4 ºC 
ou liofilizados, empregando glicosa (Gli) ou trealosa (Tre) como crioprotector. 
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3.3.  Caracterización dos soros inmunes 
Obtivéronse un total de 15 soros que se recollen na táboa 12. Incluíronse 
soros anti-OMVs das cepas salvaxes empregadas neste estudo (Táboa 9), 
usados como controis positivos fronte á súa respectiva cepa nos ensaios de 
actividade bactericida, deposición de C3b/iC3b, deposición de Cb5-C9 e 
opsonofagocitose, un soro fronte a liposomas sen proteína (Li`pC), e un 
soro non inmune (SNI) empregados como control negativo nos ditos 
ensaios. Como soros test obtivéronse soros fronte a proteoliposomas, 
LipABR 1:2:1, LipAB 1:2 e LipBR 4:1, en ausencia de adxuvante ou con 
adxuvante de Freund (F) ou AL(OH)3 (Al), como se indicou na sección 2.5 
deste capítulo. 
Táboa 12. Listaxe de soros inmunes obtidos indicando os antíxenos que incorporan e os 
adxuvantes empregados na súa obtención adxuvante de Freund (F) ou Al(OH)3 (Al). 
Soro Antíxeno Adxuvante 
Anti-OMVs salvaxes   
 Anti-OMVs H44/76 OMVs Adxuvante de Freund 
 Anti-OMVs NZ98/254 OMVs Adxuvante de Freund 
 Anti-OMVs 3063 OMVs Adxuvante de Freund 
 Anti-OMVs 3061 OMVs Adxuvante de Freund 
 Anti-OMVs Nm26 OMVs Adxuvante de Freund 
 Anti-OMVs NmP27 OMVs Adxuvante de Freund 
    
Soro non inmune   
 SIN    -    - 
Anti-Liposomas control   
 Anti-LipC    -    - 
Anti-Proteoliposomas   
 Anti-LipABR 1:2:1 (F) CxA, CxAB,CxB, CxBR e CxABR Adxuvante de Freund 
 Anti-LipAB 1:2 (F) CxA, CxAB e CxB  Adxuvante de Freund 
 Anti-LipBR 4:1 (F) CxB e CxBR Adxuvante de Freund 
 Anti-LipABR 1:2:1 (Al) CxA, CxAB,CxB, CxBR e CxABR Al(OH)3 
 Anti-LipAB 1:2 (Al) CxA, CxAB e CxB  Al(OH)3 
 Anti-LipBR 4:1 (Al) CxB e CxBR Al(OH)3 
 Anti-LipABR 1:2:1  CxA, CxAB,CxB, CxBR e CxABR    - 
 Anti-LipAB 1:2  CxA, CxAB e CxB     - 
 Anti-LipBR 4:1  CxB e CxBR    - 
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Os soros anti-proteoliposomas foron caracterizados por Western-blotting 
a partir de xeles de SDS-PAGE e hrCNE nos que se empregou como mostra 
OMVs da cepa H44/76 (Figura 26). No caso da separación por SDS-PAGE 
(Figura 26A), os soros obtidos empregando como adxuvante Al(OH)3 
recoñecen correctamente todas as proteínas incorporadas nos 
proteoliposomas cunha grande intensidade. O soro anti-LipBR recoñece 
debilmente a PorA debido probabelmente á homoloxía entre ambas as 
porinas e o soro anti-LipAB recoñece con maior intensidade a proteína 
PorB que a proteína PorA. En presenza do adxuvante de Freund, a pesar de 
que a resposta fronte ás porinas é tamén moi intensa, a proteína RmpM non 
é recoñecida nin polo soro anti-LipABR nin polo anti-LipBR. En ausencia 
de adxuvante a resposta é moito mais suave que nos outros casos; os soros 
anti-LipABR e anti-LipAB recoñecen todas as proteínas presentes nos 
proteoliposomas empregados na obtención dos soros, mentres que o soro 
anti-LipBR só recoñece a PorB. O soro anti LipC non recoñeceu ningunha 
proteína. 
No Western-blot, tras a separación empregando hrCNE (Figura 26B), 
todos os soros recoñecen os complexos de porinas nativos presentes nas 
OMVs, observándose diferenzas no número de bandas recoñecidas e na 
intensidade da resposta, especialmente intensa no caso dos soros anti-
LipAB e anti-LipBR obtidos con Al(OH)3. 
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Figura 26. Caracterización por Western-blotting dos soros anti-proteoliposomas e anti-
OMVs H44/76 fronte a OMVs da cepa H44/76. (A) As proteínas separáronse por 
electroforese desnaturalizante SDS-PAGE. (B) Os complexos proteicos separáronse por 
electroforese nativa hrCNE. 
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3.4. Ensaio de actividade bactericida 
Os resultados obtidos nos ensaios de actividade bactericida dos soros 
anti-proteoliposomas contra a cepa homóloga H44/76 e contra 4 cepas 
heterólogas móstranse na táboa 13. Nos ensaios de actividade bactericida 
empregando coma fonte de complemento BRC considérase que un soro é 
bactericida cando produce a morte de máis do 50% das bacterias a dilución 
1/8. Os soros que resultaron bactericidas tituláronse para calcular o título da 
actividade bactericida, expresado como a máxima dilución que conservou a 
actividade bactericida. Nos soros non bactericidas indícase a taxa de 
mortalidade das bacterias a título 1/8. Os resultados recollidos son a media 
de polo menos dous ensaios realizados en días diferentes, incluíndo dúas 
réplicas en cada un deles. 
Todos os soros anti-proteoliposomas presentan títulos elevados de 
actividade bactericida fronte á cepa H44/76. Os títulos máis altos 
obtivéronse para todos os tipos de proteoliposomas, empregando como 
adxuvante Al(OH)3, aínda que en ausencia de adxuvantes os títulos tamén 
foron elevados. Os soros LipABR presentaron os títulos máis altos excepto 
ao empregar adxuvante de Freund, co que o recoñecemento da proteína 
RmpM era defectuosa (Figura 26A). Neste caso o título do soro anti-
LipABR(F) foi igual ao do soro anti-LipAB(F). Os soros anti-LipC 
sorprendentemente presentaron unha taxa de mortalidade do 75 %. 
Todos os soros presentaron unha reactividade cruzada baixa, con taxas de 
mortalidade fronte ás cepas heterólogas moi baixas, agás fronte á cepa 
NmP27, con homoloxía na rexión hipervariábel VR2 da PorA, fronte á que 
todos os soros foron bactericidas. Os títulos máis altos obtivéronse 
novamente empregando Al(OH)3 como adxuvante. É de destacar que os 
soros anti-LipBR, que carecen da proteína con homoloxía rPorA, presentan 
tamén actividade bactericida fronte a esta cepa.   
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3.5. Deposición de C3b/iC3b 
Neste ensaio determínanse mediante citometría de fluxo os niveis do 
compoñente C3b do sistema do complemento adheridos á superficie 
bacteriana empregando un anticorpo específico marcado con fluorescencia 
fronte a C3b. A indución da deposición do compoñente C3b prodúcese nas 
fases iniciais de activación do sistema do complemento debido á presenza 
nos soros test de anticorpos que induzan a súa formación. Os resultados 
calculáronse como índice de fluorescencia (IF) aos que se lles resta a 
fluorescencia xerada polo control negativo que contén complemento pero 
non anticorpos (IF-C’), eliminando o efecto da posíbel activación intrínseca 
do complemento e consecuente deposición de C3b. Os resultados 
exprésanse como fluorescencia relativa (FR) empregando o valor (IF-C’) de 
soro anti-OMVs homólogo como control positivo ao que se lle asignou o 
valor do 100%. 
Os resultados obtidos para o ensaio fronte á cepa H44/76 dos soros anti-
proteoliposomas recóllense na figura 27A. Todos os soros orixinaron niveis 
elevados de deposición de C3b, similares aos do soro anti-OMVs H44/76, 
tanto co adxuvante Al(OH)3 como en ausencia de adxuvante, onde os niveis 
foron lixeiramente menores. Os niveis máis baixos para ambas as 
formulacións, con e sen adxuvante, corresponderon aos soros fronte os 
LipAB. 
No ensaio fronte ás cepas heterólogas (Figura 27B) todos os soros 
mostraron unha boa reactividade cruzada, sendo a cepa NZ98/254 a que 
mostrou menor reactividade. Os soros anti-LipABR (Al) e anti-LipBR (Al) 
foron os que induciron maiores niveis de deposición de C3b, sendo incluso 
superior os dos soros anti-OMVs homólogos nas cepas 3061, NmP27 e 
Nm26.   
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Figura 27. Deposición de complemento na superficie bacteriana da cepa H44/76 (A) e 
cepas heterólogas (B). Os resultados exprésanse como porcentaxe de fluorescencia relativa 
[FR (%)] empregando o valor (IF-C’) de soro anti-OMVs homólogo como control positivo 
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Deposición de C3b/iC3b 
Anti-OMVs homólogo LipC  Anti-LipABR (Al) 
Anti-LipAB (Al) Anti-LipBR (AL) Anti-LipABR  
Anti-LipAB Anti-LipBR  
B 
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3.6. Deposición do MAC 
Neste ensaio determínase mediante citometría de fluxo a deposición do 
complexo de ataque a membrana (MAC) na superficie bacteriana. O MAC 
é o compoñente final do sistema do complemento (C5-9) efector da morte 
da bacteria. Os resultados calculáronse como índice de fluorescencia (IF) 
aos que se lles resta a fluorescencia xerada polo control negativo que contén 
complemento pero non anticorpos (IF-C’), eliminando o efecto da posíbel 
activación intrínseca do complemento e consecuente deposición de MAC. 
Os resultados exprésanse como fluorescencia relativa (FR), empregando o 
valor (IF-C’) de soro anti-OMVs homólogo como control positivo ao que se 
lle asignou o valor do 100%. 
Os resultados obtidos para o ensaio fronte á cepa H44/76 dos soros anti-
proteoliposomas recóllense na figura 28A. Todos os soros presentaron 
niveis de deposición de MAC elevadas excepto o soro anti-LipAB obtido 
sen adxuvante que produciu baixa deposición. 
No ensaio fronte ás cepas heterólogas (Figura 28B) a reactividade 
cruzada foi variábel dependendo da cepa, sendo especialmente significativa 
fronte ás cepas Nm26 e NmP27. Os soros anti-LipBR con e sen adxuvante 
foron os que maior reactividade cruzada mostraron, obtendo os valores 
máis elevados en tres das cinco cepas heterólogas, tanto nos soros obtidos 
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Figura 28. Deposición do complexo de ataque á membrana (MAC) na superficie 
bacteriana da cepa H44/76 (A) e cepas heterólogas (B). Os resultados exprésanse como 
porcentaxe de fluorescencia relativa [FR (%)] empregando o valor (IF-C’) de soro anti-
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3.7. Ensaio de unión a superficie 
No ensaio de unión a superficie (SLA) determínase a unión total de 
anticorpos á superficie bacteriana a través da unión dun anticorpo 
secundario marcado con fluorescencia aos anticorpos presentes na mostra 
que recoñecen epitopos na superficie bacteriana. Os resultados calculáronse 
como índice de fluorescencia (IF), aos que se lles resta a fluorescencia 
xerada polo control negativo que non contén soro (IF-C). Os resultados 
exprésanse como fluorescencia relativa (FR), empregando o valor (IF-C) do 
soro anti-OMVs homólogo como control positivo ao que se lle asignou o 
valor do 100%. 
Todos os soros mostraron unha unión de anticorpos á superficie da 
bacteria da cepa homóloga moi superior á do soro non inmune (Figura 
29A). Os soros obtidos con AL(OH)3 mostraron unha maior unión a 
epitopos sen se observaren importantes diferenzas entre eles. O 
recoñecemento dos soros obtidos sen adxuvante foi inferior, sendo o soro 
anti-LipABR o que presentou maior unión de anticorpos a superficie. 
A reactividade cruzada fronte ás cepas heterólogas foi baixa (Figura 29B); 
unicamente os soros anti-LipABR (Al), anti-LipBR (Al) e anti-LipABR 
mostraron diferenzas estatisticamente significativas respecto ao soro non 
inmune (p<0.05). O soro anti-LipABR (Al) foi o que presentou unha maior 
reactividade cruzada, sendo positiva en todas as cepas, mentres que os soros 
anti-LipBR e anti-LipBR (Al) non induciron a deposición de anticorpos 
fronte á cepa Nm26.  
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Figura 29. Deposición de anticorpos na superficie bacteriana da cepa H44/76 (A) e cepas 
heteorólogas (B). Os resultados exprésanse como porcentaxe de fluorescencia relativa [FR 
(%)] empregando o valor (IF-C’) de soro anti-OMVs homólogo como control positivo ao 
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3.8. Ensaio de opsonofagocitose 
No ensaio de opsonofagocitose determínase mediante citometría de fluxo 
a opsonofagocitose inducida polos anticorpos presentes nos soros mediante 
a determinación da fluorescencia emitida polas células fagocíticas ao 
internalizar as células meningococais tinxidas. Os resultados calculáronse 
como índice de fluorescencia (IF) aos que se lles resta a fluorescencia 
xerada polo control negativo que contén complemento pero non anticorpos 
(IF-C’). Os resultados exprésanse como fluorescencia relativa (FR), 
empregando o valor (IF-C’) do soro anti-OMVs homólogo como control 
positivo ao que se lle asignou o valor do 100%. 
A opsonofagocitose fronte á cepa homóloga H44/76 (Figura 30A) 
mostrou que os soros anti-proteoliposomas induciron a fagocitose do 
meningococo tanto respecto ao soro non inmune como ao soro anti-
liposomas control. Os niveis máis elevados de opsonofagocitose 
obtivéronse nos soros obtidos co adxuvante Al(OH)3, aínda que en ausencia 
de adxuvante o soro anti-LipABR tamén induciu unha elevada 
opsonofagocitose. 
Na opsonofagocitose das células das cepas heterólogas a reactividade 
cruzada foi baixa (Figura 30B). Os soros obtidos co adxuvante Al(OH)3 
foron os que presentaron unha maior reactividade, pero unicamente os soros 
anti-LipABR (Al) e anti-LipBR (Al) mostraron diferenzas estatisticamente 
significativas respecto ao soro non inmune (p<0.05). 
 
3.9. Correlación estatística das análises inmunolóxicas 
Observouse unha elevada correlación entre a OPA e a SLA (r=0,80) e 
entre a OPA e a deposición de MAC (r=0,71) e a deposición de CAM e C3b 
(r=0,77). Aínda que se observou correlación estatisticamente significativa 
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entre os ensaios de actividade bactericida e as restantes análises 





Figura 30. Opsonofagocitose polos granulocitos das células meningococais da cepa 
H44/76 (A) e cepas heterólogas (B). Os resultados exprésanse como porcentaxe de 
fluorescencia relativa [FR (%)] empregando o valor (IF-C’) de soro anti-OMVs homólogo 
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4. DISCUSIÓN 
A pesar da introdución das novas vacinas de subunidades proteicas 
debido o seu elevado custo e á falta de datos de eficacia, as vacinas 
actualmente empregadas fronte ao meningococo do serogrupo B continúan 
a ser as baseadas en OMVs. As proteínas máis abundantes son as porinas 
PorB e PorA, sendo maior a cantidade de PorB, e ademais, existen outras 
proteínas que se encontran formando parte deles, como a RmpM, FetA etc., 
que poden xogar un importante papel no desenvolvemento dunha adecuada 
resposta inmune. Algunhas das novas vacinas incorporan OMVs melloradas 
xeneticamente para modificar a expresión dos antíxenos, aumentando a 
presenza de certas proteínas conservadas e/ou diminuíndo a proporción de 
antíxenos maioritarios hipervariábeis
111,257
. A proteína rPorA impón unha 
grande restrición por serosubtipo na utilización destas vacinas polo que 
minimizar a súa presenza para fomentar o papel de antíxenos minoritarios e 
epitopos conformacionais pode mellorar as propiedades inmunolóxicas das 
vacinas. No entanto, estas vacinas seguen a presentar unha serie de 
inconvenientes importantes, como a complexidade da súa composición, a 
presenza de numerosos antíxenos minoritarios
101, 251
, a baixa estabilidade 
das OMVs
252
 e a variabilidade na expresión das proteínas durante o 
crecemento das células empregadas para a obtención das OMVs. Estes 
factores dificultan a estandarización da súa composición entre as distintas 
cepas empregadas e os diferentes lotes producidos, o que levou nos últimos 
anos a realizar importantes esforzos no desenvolvemento de vacinas máis 
eficaces, de composición ben definida e boa estabilidade. 
 
                                                             
257 Claassen I, Meylis J, van der Ley P, Peeters C, Brons H et al. Production, 
characterization and control of a Neisseria meningitidis hexavalent class 1 outer membrane 
protein containing vesicle vaccine. Vaccine. 1996;14:1001-1008. 
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, a Chaperonina de 60 kDa
259
 e a proteína TbpB
260
, entre 
outras, en proteoliposomas é unha das estratexias que se está estudando na 
elaboración de novas vacinas. Estes antíxenos posúen epitopos non lineais 
que son cruciais para o desenvolvemento dunha adecuada resposta 
inmune
221,261
. A incorporación dos antíxenos en liposomas permitiu a 
recuperación da súa conformación nativa ao produciren unha resposta 
inmune bactericida. Estes estudos incorporaban unicamente un tipo de 
proteína aos liposomas. Estudos realizados no noso laboratorio demostran, 
que ademais, é posíbel a existencia de epitopos importantes formados entre 
as diferentes proteínas que constitúen os complexos xa que soros fronte a 
complexos nativos constituídos polas proteínas PorA, PorB e RmpM 
producen títulos de actividade bactericida superiores aos de complexos das 
proteínas PorA e PorB
238
. Por tanto, a renaturalización de complexos en que 
se incorporen simultaneamente as porinas e outras proteínas minoritarias 
como a RmpM pode lograr a renaturalización de epitopos conformacionais 
importantes para a resposta inmune e, alén diso, conseguir produtos con 
mellores propiedades farmacéuticas canto á composición, propiedades 
físicas e estabilidade. 
Neste traballo, para avaliar adecuadamente a utilidade dos 
proteoliposomas que conteñen complexos de porinas e RmpM como 
                                                             
258 Arigita C, Luijkx T, Jiskoot, Poelen M, Hennink WE et al. Well-defined and potent 
liposomal meningococcal B vaccines adjuvated with LPS derivatives. Vaccine. 
2005;23:5091-5098. 
259 Phillips R, Williams JN, Tan WM, Bielecka MK, Thompson H et al. Immunization 
with recombinant Chaperonin60 (Chp60) outer membrane protein induces a bactericidal 
antibody response against Neisseria meningitidis. Vaccine. 2013;31:2584-2590. 
260 Mistretta N, Guy B, Bérard Y, Dalençon F, Fratantonio O et al. Improvement of 
immunogenicity of meningococcal lipooligosaccharide by coformulation with lipidated 
transferrin-binding protein B in liposomes: implications for vaccine development. Clin 
Vaccine Immunol. 2012;19:711-722. 
261 Sánchez S, Abel A, Arenas J, Criado MT, Ferreirós CM. Cross-linking analysis of 
antigenic outer membrane protein complexes of Neisseria meningitidis. Res Microbiol. 
2006;157:136-142. 
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candidatos vacinais, estudouse tanto as súas propiedades físicas e 
estabilidade como as súas propiedades inmunolóxicas. Para mimetizar o 
mellor posíbel as OMVs producidas pola bacteria minimizando o contido 
na proteína hipervariábel PorA responsabel da limitación por serosubtipo, 
preparáronse proteoliposomas en que as proteínas se incorporaron nunha 
proporción ABR 1:2:1, como unha modificación dos LipABR 2:4:1 
estudados no Capítulo I. O proceso de formación dos proteoliposomas, así 
como as súas propiedades físicas e estabilidade, estudáronse empregando os 
LipABR 1:2:1 por seren os que presentan unha maior complexidade na súa 
composición. Para o estudo das propiedades inmunolóxicas seleccionáronse 
os LipABR 1:2:1 e os LipAB 1:2 e LipBR 4:1 obtidos de igual forma que 
os LipABR 1:2:1 e cuxa composición proteica se detallou no Capítulo 1. Os 
LipBR 4:1 foron seleccionados para estudar a antixenicidade dos 
complexos de PorB sen a influencia da proteína inmunodominante PorA. 
Os proteoliposomas LipABR 1:2:1 son os que mellor mimetizan as OMVs 
producidas pola bacteria e os LipAB 1:2 estudáronse para analizar a posíbel 
influencia da proteína RmpM na formación de epitopos conformacionais de 
importancia na produción da resposta inmune.  
O perfil de complexos de porinas renaturalizados nos liposomas LipABR 
1:2:1 é moi similar ao obtido no análise por 2-D hrCN/SDS-PAGE de 
diversas cepas de Neisseria meningitidis do serogrupo B
129,237
 e dos 
proteoliposomas que incorporan as tres proteínas recombinantes en 
proporción 2:4:1 estudados no capítulo 1. Isto indica que a modificación na 
proporción de proteínas non afecta a formación dos sete complexos 
maioritarios identificados. Unicamente pode observarse unha diminución na 
intensidade da banda C4 constituída por homotrímeros de rPorA. Por tanto, 
os proteoliposomas preparados reproducen adecuadamente o perfil de 
complexos presentes nas OMVs, permitindo ás proteínas a recuperación da 
súa conformación e o mantemento de epitopos conformacionais cruciais 
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para o desenvolvemento dunha adecuada resposta inmune minimizando o 
contido na proteína hipervariábel PorA. 
Na preparación de proteoliposomas un dos procedementos máis 
empregados é a solubilización dos lípidos e proteínas empregando diversos 
deterxentes como o OGP, tritón X-100, Empigen BB etc. seguido de diálise 
ou dilución para eliminar o deterxente e de distintas estratexias para reducir 
o tamaño dos liposomas obtidos (sonicación, extrusión etc.). Diversos 
estudos estabelecen que o OGP é o deterxente máis adecuado para a 
renaturalización de proteínas en liposomas pola súa natureza neutra, a 
rápida velocidade de eliminación e a súa baixa concentración residual
262,263
, 
permitindo a obtención de rendementos de incorporación moi elevados. Os 
nosos resultados son coherentes cos estudos previos empregando este 
deterxente que permite obter rendementos de incorporación do 80%. Os 
procedementos posteriores á solubilización dos antíxenos determinaran as 
propiedades físicas dos liposomas e a correcta incorporación dos antíxenos. 
A vehiculización de complexos proteicos en liposomas como candidatos 
vacinais require da máxima exposición dos antíxenos en superficie e da 
utilización de técnicas non agresivas que poidan producir a 
desnaturalización das proteínas. Como se mostra na táboa 10, os liposomas 
obtidos tras a diálise presentan un tamaño moi elevado e moi variábel, o 
que se atribúe á formación de MLV de forma ovalada ou esférica
262
, nos 
que parte dos antíxenos non están expostos, polo que é preciso sometelos a 
técnicas que permitan obter vesículas unilaminares. A extrusión é unha 
técnica reproducíbel, non agresiva para as proteínas e facilmente adaptábel 
                                                             
262 Huang S, Sahin O, Zhang Q. Infection-induced antibodies against the major outer 
membrane protein of Campylobacter jejuni mainly recognize conformational epitopes. 
FEMS Microbiol Lett. 2007;272:137-143. 
263 Parmar MM, Edwards K, Madden TD. Incorporation of bacterial membrane proteins 
into liposomes: factors influencing protein reconstitution. Biochim Biophys Acta. 
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ás condicións de esterilidade, que permite reducir o tamaño dos liposomas 
obtendo unha distribución de tamaños homoxénea sen incorporar impurezas 
e sen que se produzan perdas de proteína
264
. A extrusión secuencial a través 
de membranas con diferentes tamaños de poro permitiu reducir 
progresivamente o tamaño dos liposomas e aumentar a homoxenicidade da 
poboación (Táboa 12). Extruíndo a través de membranas cun tamaño de 
poro de 200 nm ou maior obtéñense MLV
265
, mentres que cando o tamaño 
de poro é de 100 nm ou menor fórmanse LUV ou SUV nas que a 
exposición dos antíxenos é máxima e o tamaño é similar ao das OMVs 
naturais producidas por N. meningitidis.  
Tanto as propiedades físicas como a estabilidade das OMVs son variábeis 
e non se coñecen con precisión. O tamaño de partícula das OMVs é 
diferente en función da cepa empregada e do proceso de obtención e, 
ademais, presenta un índice de polidispersión elevado indicando que se 
trata de poboación heteroxéneas 
146,252
. Porén, os proteoliposomas 
preparados por diálise-extrusión posúen unhas propiedades ben definidas e 
reproducíbeis entre os diferentes lotes, obtendo sistemas de distribución 
homoxénea. 
Para estudar a estabilidade dos sistemas conservados a 4 ºC e liofilizados 
empregáronse dous axentes crioprotectores, glicosa e trealosa, que 
mostraron boas propiedades noutros sistemas similares
266,267
. Como modelo 
dos proteoliposomas, monitorizouse a morfoloxía e o tamaño dos liposomas 
                                                             
264 Olson F, Hunt CA, Szoka FC, Vail WJ, Papahadjopoulos D. Preparation of 
liposomes of defined size distribution by extrusion through polycarbonate membranes. 
Biochim Biophys Acta. 1979;557:9-23. 
265 Mayer LD, Hope MJ, Cullis PR. Vesicles of variable sizes produced by a rapid 
extrusion procedure. Biochim Biophys Acta. 1986;858:161-168. 
266 Heikal A, Box K, Rothnie A, Storm J, Callaghan R et al. The stabilisation of 
purified, reconstituted P-glycoprotein by freeze drying with disaccharides. Cryobiology. 
2009;58:37-44. 
267 Stark B, Pabst G, Prassl R. Long-term stability of sterically stabilized liposomes by 
freezing and freeze-drying: Effects of cryoprotectants on structure. Eur J Pharm Sci. 
2010;41:546-555. 
Capítulo III. Discusión 
- 229 - 
 
LipABR 1:2:1 e LipC durante un longo período de tempo, 9 meses. A pesar 
de que en orixe os liposomas se consideraron sistemas inestábeis, na 
actualidade a combinación de diferentes materiais lipídicos e de colesterol, 
que permite estabilizar as bicapas lipídicas cando se incorporan en 
proporción inferiores ao 30% na súa elaboración
268
, permite obter sistemas 
de maior estabilidade.  
Durante o almacenamento a 4 ºC non se produciron alteracións 
estatisticamente significativas no tamaño medio dos liposomas, o que 
coincide con estudos similares realizados en períodos máis curtos de 
almacenamento
269,270
 . Unicamente os LipC con glicosa mostraron no día 
210 unha grande agregación, que non se atribúe á presenza do azucre xa 
que se considera que a adición de azucres sen posterior conxelación non 
inflúe no tamaño dos liposomas
267
, senón a tendencia dos liposomas a se 
agregaren. Porén, no almacenamento a 4 ºC produciuse un aumento da 
polidispersión dos sistemas e o estudo por TEM realizado aos 3 meses 
mostra a presenza de pequenos agregados e alteracións da morfoloxía 
esférica. Durante todo o período de almacenamento a 4 ºC os liposomas 
presentan unha pequena diminución progresiva do tamaño tanto nos LipC 
como nos LipABR, polo que non se atribúe á perda de proteína. As 
alteracións morfolóxicas e o aumento da polidispersión especialmente tras 3 
meses de almacenamento, cando predominan os sistemas bimodais 
(PDI>0,2), mostran que os liposomas en suspensión presentan unha baixa 
estabilidade a longo prazo. 
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Os liposomas liofilizados en presenza dos dous axentes crioprotectores 
foron estábeis durante todo o período de almacenamento, mantendo o 
tamaño medio da poboación e a morfoloxía dos sistemas sen se observaren 
agregados. A pesar de que os monosacáridos, como a glicosa, se consideran 
menos eficaces que os disacáridos, como a trealosa, pola súa baixa 
temperatura de transición vítrea, diversos estudos estabelecen que non 
existe un axente crioprotector con mellores propiedades aplicábel a todos os 
sistemas. A utilidade do crioprotector dependerá do tipo particular de 
sistema e da súa concentración na preparación
267
. Neste estudo non se 
observaron diferenzas estatisticamente significativas (P>0,05) entre os dous 
axentes empregados, permitindo ambos o mantemento das propiedades 
físicas dos liposomas ao se engadiren a unha concentración do 10%.  
Existen poucos estudos da estabilidade das OMVs empregadas como 
vacinas e non hai un criterio común nas técnicas empregadas. As OMVs 
obtidas mediante extracción con deterxente, a técnica mais empregada na 
produción de vacinas, tenden a se agregaren rapidamente. Un estudo a 
longo prazo empregando OMVs carentes da PorB demostrou a baixa 
estabilidade destas preparacións canto ás súas propiedades físicas
258
. 
Forman rapidamente grandes agregados tanto ao se conxelaren como ao se 
conservaren a 4 ºC tras liofilización. En solución a 4 ºC non modificaron o 
seu tamaño determinado por DLS, como ocorre cos liposomas, aínda que 
non foron analizados mediante TEM, que no caso dos liposomas demostrou 
a presenza de importantes alteracións morfolóxicas, nin se determinou a 
concentración de OMVs para poder avaliar a súa ruptura. As OMVs 
presentaban importantes alteracións da estrutura trimérica da PorA tras seis 
meses de almacenamento, obtendo unha importante proporción da forma 
monomérica, o que se pode relacionar coa ruptura das OMVs e a liberación 
das proteína, e modificación do pH indicativos do inicio de procesos de 
degradación. No entanto, mantiveron a capacidade de producir unha 
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resposta inmune bactericida. A ausencia da PorB pode ser un factor 
importante na estabilidade das OMVs, xa que é a proteína máis abundante 
na membrana externa, asóciarse a PorA para formar os complexos de 
porinas e únese á proteína RmpM, como se demostrou nos capítulos I e II, o 
que pode contribuír á estabilidade dos complexos e das OMVs. 
Recentemente describiuse unha técnica de produción de OMVs nativas, sen 
empregar deterxentes, cuxa tendencia a agregación parece ser menor
271
. 
Unha das principais limitacións dos liposomas é a súa tendencia a 
liberaren o seu contido. A análise electroforética realizada aos tres meses de 
almacenamento dos liposomas illados por centrifugación, demostrou que os 
liposomas seguen a manter as proteínas incorporadas. Pódese observar unha 
maior perda da proteína rRmpM probabelmente debido a que esta proteína 
non se incorpora aos liposomas, senón que se une a eles mediante a 
interacción coa porina PorB, como se demostrou no capítilo II, aínda que a 
proteína liberada dos liposomas ao sobrenadante non foi detectábel en 
ningún caso. Ademais, tras os 9 meses de almacenamento os liposomas 
seguen a manter unha importante cantidade de proteína, como mostra o 
ensaio en dot-blotting (Figura 25). O sinal obtido nos liposomas 
conservados con glicosa tanto a 4 ºC como liofilizados é maior que o dos 
liposomas conservados con trealosa. Isto parece indicar que, a pesar de non 
existiren diferenzas canto á estabilidade física obtida cos dous axentes 
crioprotectores, a glicosa permite unha mellor conservación dos 
proteoliposomas ao reter unha maior cantidade dos antíxenos. Polo tanto, 
para a conservación dos proteoliposomas empregados para a obtención dos 
soros necesarios no estudo das propiedades inmunolóxicas empregouse a 
glicosa como axente crioprotector. 
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Os soros inmunes fronte aos LipABR 1:2:1, LipAB 1:2 e LipBR 4:1 
obtivéronse empregando adxuvante de Freund, Al(OH)3 ou sen adxuvante. 
O adxuvante de Freund é un adxuvante experimental, non aprobado para o 
uso en humanos mais amplamente empregado no estudo preclínico de 
antíxenos
238, 272
. Este adxuvante non permitiu un correcto recoñecemento da 
proteína RmpM, como se mostra no ensaio por Western-blotting tras SDS-
PAGE, polo que os soros obtidos con adxuvante de Freund non se 
empregaron en todos os ensaios inmunolóxicos. Os soros anti-LipBR 4:1 
(Al) e anti-LipBR 4:1 (F) recoñecen a proteína PorA posibelmente debido a 
epitopos comúns á PorB e ao epitopo c-myc presente nun péptido C-
terminal codificado polo vector de expresión pTrcHis2 TOPO
® 222
. Os 
ensaios de Western-blotting realizados empregando os soros anti-
proteoliposomas contra os complexos proteicos nativos das OMVs 
separados por hrCNE mostraron un adecuado recoñecemento dos 
complexos de porinas nativos presentes nas OMVs en todos os casos. 
Para avaliar a resposta inmune fronte ao meningococo, o indicador 
aceptado internacionalmente como correlación de protección é un título de 
actividade bactericida do soro ≥1/4 cando se emprega complemento 
humano, ou ≥1/8 o empregar complemento de coello, estabelecido en 
estudo co serogrupo C
198, 199
 aínda que esta relación é menos consistente 
para os serogrupos A, C, W e Y
203
. Para o serogrupo B existen dúbidas 
sobre a necesidade de ter que acadar este umbral
206
, aínda que segue a ser 
un requisito para a aprobación das vacinas. Na actualidade, estanse a 
considerar outros indicadores de protección que permitan avaliar outras vías 
de actuación do sistema inmune contra o meningococo, como a 
opsonofagocitose ou a deposición de compoñentes do complemento
208
. 
Neste estudo a resposta inmune xerada fronte aos proteoliposomas foi 
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genomes. Vaccine. 2009;28:532-41. 
Capítulo III. Discusión 
- 233 - 
 
estudada mediante o ensaio de actividade bactericida do soro, a deposición 
dos compoñentes do complemento C3b e MAC na superficie bacteriana, o 
ensaio de opsonofagocitose e o ensaio de unión de anticorpos a superficie.  
Os ensaios de actividade bactericida fronte á cepa homóloga mostraron 
que todas as formulacións ensaiadas producen títulos moi elevados, incluso 
en ausencia da proteína inmunodominante PorA. Existen numerosos 
estudos da resposta inmune das porinas renaturalizadas en liposomas que 
obtiveron diferentes resultados, o que se pode deber ás diferenzas na 
proteína empregada, na composición e métodos de produción dos liposomas 
ou a variacións no procedemento do SBA, o que fai difícil a súa 
comparación. Os primeiros estudos realizados empregaron a porina PorA 
recombinante purificada como proteína de fusión unida a outras proteínas, 
demostraron a capacidade dos liposomas para renaturalizar as porinas mais 
os resultados inmunolóxicos non foron moi satisfactorios, obtendo títulos 
bactericidas baixos
273,274
. Estudos máis recentes empregando proteína 
nativa ou proteína recombinante en presenza ou non de diferentes 
adxuvantes obtiveron títulos de actividade bactericida similares aos das 
OMVs 
223, 224, 230
. Estes estudos unicamente incorporan a proteína PorA nos 
lipomas, mentres que neste traballo conseguimos manter os elevados títulos 
de actividade bactericida reducindo a proporción de PorA e incorporando 
outros antíxenos, PorB e RmpM, menos inmunolóxicos e máis conservados.  
Os estudos previos realizados empregando a porina PorB tamén 
mostraron títulos de SBA elevados, aínda que notabelmente inferiores aos 
producidos pola PorA
191
. No entanto, a PorB preséntase como un candidato 
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liposomes and adjuvants on the production of a bactericidal immune response. Microb 
Pathog. 1996;21:499-512. 
274 Idänpään-Heikkilä I, Muttilainen S, Wahlström E, Saarinen L, Leinonen M et al. 
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máis prometedor que a PorA e outros antíxenos, xa que existe unha menor 
variabilidade que para a PorA e, ademais, non se teñen illado cepas sen 
PorB. Nos LipBR, tamén se mantiveron os elevados títulos bactericidas, 
obtendo títulos superiores aos dos estudos previos empregando unicamente 
a PorB
222, 191
. Isto podería deberse á contribución da RmpM na produción 
da resposta inmune, aínda que non se pode asegurar xa que existen tamén 
diferenzas no proceso de produción dos liposomas. Unicamente existe un 
estudo incorporando simultaneamente as dúas porinas en liposomas 
realizado no noso laboratorio
222
. Neste estudo ensaiáronse liposomas 
obtidos por diálise-sonicación que incorporaban as dúas porinas en igual 
proporción, obtendo títulos de SBA baixos, inferiores aos obtidos por 
liposomas que unicamente incorporan a PorA. Só mostraron títulos 
elevados ao ensaiarse fronte a unha cepa mutante carente de PorB, o que 
indica que a resposta inmune se dirixía contra a PorA e que a presenza da 
PorB obstaculizaba o seu recoñecemento. Ademais, os soros obtidos fronte 
a liposomas que incorporaban unicamente a PorB non foron bactericidas e o 
perfil de complexos atopado nos liposomas non foi moi similar ao existente 
nas OMVs. Estas importantes diferenzas indican que a técnica de produción 
dos proteoliposomas é crucial para a correcta renaturalización e 
recoñecemento dos antíxenos, sendo a diálise-extrusión unha técnica moi 
apropiada que permite a incorporación simultaneamente de varias proteínas, 
a correcta renaturalización dos complexos proteicos, a xeración de 
anticorpos fronte a todas elas e a obtención de sistememas estabeis, de 
composición definida. Tanto os soros anti-LipAB 1:2 como anti-LipABR 
1:2:1, cunha baixa proporción de PorA, produciron títulos moi elevados 
fronte á cepa homóloga, ao igual que os soros anti-LipBR 4:1, o que indica 
a clara contribución da PorB na produción da resposta inmune bactericida. 
Estes resultados prodúcense incluso nos soros obtidos en ausencia de 
adxuvante. Ademais, os títulos obtidos polos soros anti-proteoliposomas 
son similares aos de complexos nativos das porinas e da RmpM purificados 
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a partir de xeles electroforéticos
238
 nos que se incluían outras proteínas 
minoritarias, demostrando a alta correlación dos proteoliposomas coas 
propiedades dos complexos nativos. 
Os soros que produciron maiores títulos de actividade bactericida foron 
os que incorporaban as tres proteínas tanto co adxuvante AL(OH)3 como 
sen adxuvante, superiores aos dos soros LipAB, indicando a posíbel 
contribución da proteína RmpM na produción da resposta inmune. 
Unicamente no caso dos soros obtidos co adxuvante de Freund, que non 
permite un correcto recoñecemento da proteína RmpM, os títulos dos soros 
anti-LipAB e anti-LipABR foron iguais.  
Das cepas heterólogas ensaiadas, todos os soros anti-proteoliposomas 
induciron unha resposta bactericida fonte á cepa NmP27 (que presenta 
homoloxía nas dúas porinas) a diferenza do observado empregando soros de 
complexos nativos purificados
238
 nos que o soro obtido ao inmunizar con 
complexos A/B foi bactericida a títulos moi baixos e complexos A/B/R e 
B/R non foron bactericidas. Fronte a esta cepa, todos os soros anti-
proteoliposomas mostraron actividade bactericida a títulos elevados 
demostrando que os proteoliposomas permiten unha boa presentación dos 
antíxenos e que o contorno lipídico dos complexos é importante na 
estabilidade e presentación dos antíxenos. A escasa reactividade cruzada 
dos soros anti-proteoliposomas pon de manifesto que os epitopos diana dos 
anticorpos bactericidas non están conservados nas cepas ensaiadas e que a 
actividade bactericida cruzada se debe á resposta fronte ás porinas. 
Os ensaios de citometría de fluxo mostraron un certo grao de correlación 
coa actividade bactericida. Esta correlación, a pesar de mostrar a tendencia 
de que a valores elevados de OPA e deposición de complemento, os soros 
presentan actividade bactericida, non permite estabelecer valores concretos 
que poidan predicir a capacidade bactericida. Os ensaios de deposición de 
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compoñentes do complemento foron os que presentaron unha maior 
reactividade cruzada. Todos os soros induciron a deposición do compoñente 
C3b fronte ás cepas heterólogas e todos os soros, excepto o anti-LipAB 
fronte á cepa 3061, induciron a formación do MAC, aínda que con niveis 
moi baixos nalgúns casos. O soro control anti-LipC, que non incorpora 
proteína, produciu unha elevada deposición do compoñente C3b do sistema 
do complemento, así como a formación do MAC, mais non presentou 
actividade significativa nos ensaios de OPA, SLA e Western-blotting. Polo 
tanto, os lípidos empregados parecen inducir a deposición de C3b e a 
formación de MAC, pero non a formación de anticorpos. Porén, a 
incorporación das proteínas nos liposomas parece reducir este efecto ao 
obterse niveis de deposición nos soros anti-proteoliposomas inferiores aos 
do soro anti-lipC. A deposición de complemento dos LipC xustifica a 
actividade bactericida deste soro, a pesar de non produciren anticorpos. 
Aínda que con composición diferente, as OMVs tamén teñen un elevado 
contido lipídico que podería presentar un efecto similar.  
Os soros que incorporan a proteína RmpM, especialmente os soros anti- 
LipABR, anti-LipABR (Al) e anti-LipBR (Al), son os que presentaron unha 
maior resposta inmune, tanto nos ensaios de deposición de complemento 
como nos ensaios de OPA e SLA nos que foron os únicos que mostraron 
diferenzas estatisticamente significativas respecto ao soro non inmune nas 
cepas heterólogas. Estes resultados son coherentes co observado en 
complexos nativos purificados a partir de xeles electroforéticos
238
. Isto, ao 
igual que o lixeiro aumento nos títulos bactericidas dos soros anti-LipABR 
respecto aos anti-LipAB e os elevados títulos dos soros anti-LipBR, 
parecen indicar un papel da proteína RmpM na produción da resposta 
inmune fronte aos complexos de porinas. Dado que os anticorpos fronte a 
esta proteína non producen actividade bactericida e se dirixen contra 
rexións non expostas
142
 ,e, aínda que non está de todo claro, esta proteína 
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parece non estar exposta en superficie
131
, este efecto podería deberse á 
estabilización dos complexos de porinas e á formación de epitopos 
conformacionais expostos que se perden na súa ausencia.  
Os estudos de proteoliposomas que incorporan porinas ou outros 
antíxenos meningococais tamén demostraron a importancia da 
incorporación de adxuvantes como lipopolisacárido modificado (lpxL1 e 
galE LPS), manosa e sales de aluminio para potenciar a resposta inmune
258
. 
A utilización de sales de aluminio é controvertida. Na actualidade 
empréganse nas vacinas de OMV, aínda que a súa utilización non mostrou 
importantes diferenzas na produción da resposta inmune e a súa inclusión 
xustifícase polo aumento da estabilidade e para minimizar o LPS libre e así 
reducir a piroxenicidade
99
. Algúns estudos indican que non melloran a 
resposta inmune fronte a antíxenos meningococais
258
 e incluso poden 
impedir a súa actividade bactericida
195,194
. Ademais, a incorporación dos 
sales de aluminio na formulación impide a súa conservación como 
liofilizado
275
. Nos nosos resultados a utilización de Al(OH)3 como 
adxuvante das formulacións de proteoliposomas aumenta o recoñecemento 
das proteínas en Western-blotting e SLA, os títulos de SBA e a 
opsonofagocitose do meningococo respecto aos proteoliposomas sen 
adxuvante, mais non foi imprescindíbel para a obtención de títulos 
bactericidas elevados. 
Os proteoliposomas LipABR 1:2:1 preparados por diálise-extrusión 
presentan unha boa estabilidade durante o seu almacenamento a 
temperatura ambiente tras liofilización, sen observarse diferenzas entre os 
dous axentes crioprotectores ensaiados, obtendo sistemas de composición 
estábel e ben definida. Estes proteoliposomas presentaron mellores 
                                                             
275 Zapata MI, Feldkamp JR, Peck GE, White JL, Hem SL. Mechanism of freeze-thaw 
instability of aluminum hydroxycarbonate and magnesium hydroxide gels. J Pharm Sci. 
1984;73(1):3-8. 
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propiedades inmunolóxicas que outras combinacións das proteínas, 
tratándose polo tanto de sistemas que permiten a correcta renaturalización 
dos complexos proteicos, a xeración dunha boa resposta inmune e a 
obtención de sistemas estábeis, de composición definida, que poden supor 
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1. Os proteoliposomas preparados reproducen adecuadamente o perfil de 
complexos de porinas presentes nas OMVs. Ao incorporar as porinas 
rPorA e rPorB fórmanse catro complexos maioritarios, un 
homocomplexo de rPorA, un homocomplexo de rPorB e dous 
heterocomplexos rPorA/rPorB. A incorporación da proteína rRmpM 
xunto coas porinas non modifica a formación dos complexos 
mencionados e orixina a formación de tres novos complexos, un 
heterocomplexo rPorB/rRmpM e dous heterocomplexos 
rPorA/rPorB/rRmpM. 
2. A proteína RmpM asóciase aos complexos de porinas a través da porina 
PorB. Esta asociación estabelécese a través da rexión N-terminal da 
RmpM, onde un péptido de seis aminoácidos entre as posicións 10 e 15 
da secuencia aminoacídica (Val-Ser-Gly-Gln-Ser-Asn) é crucial para 
esta interacción. Os residuos de serina deste péptido, (S11 e S14), están 
altamente conservados nas proteínas homólogas a RmpM da família 
Neisseriaceae. 
3. As análises de asociación da proteína RmpM á complexos proteicos da 
envolta celular suxiren un importante papel desta proteína no transporte 
de ións e moléculas a través da membrana celular, na translocación de 
proteínas a través do periplasma e nos procesos de adhesión ás células 
do hóspede. 
4. Os proteoliposomas LipABR 1:2:1 preparados por diálise-extrusión e 
almacenados a temperatura ambiente tras liofilización, son estábeis 
durante longos períodos de tempo, mantendo as súas propiedades físicas 
e retendo as proteínas incorporadas, sen observarse diferenzas entre 
crioprotectores empregados, glicosa e trealosa. Pola contra, os 
proteoliposomas conservados en suspensión a 4 ºC posúen unha baixa 
estabilidade mostrando có paso do tempo alteracións morfolóxicas e 
aumento da polidispersión do sistema.  
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5. A renaturalización dos complexos proteicos de rPorB, rPorA e/ou 
rRmpM en proteoliposomas permite a produción de anticorpos capaces 
de recoñeceren todos os antíxenos incluídos nas formulacións. No 
entanto, o uso do adxuvante de Freund durante a inmunización impide o 
adecuado recoñecemento da proteína RmpM. 
6. Todas as formulacións de proteoliposomas ensaiadas, LipABR 1:2:1, 
LipAB 2:1 e LipBR4:1, inducen unha resposta inmune que promove a 
unión de anticorpos á superficie, a deposición de C3b e do complexo de 
ataque á membrana, a opsonofagocitose da bacteria e a actividade 
bactericida. As preparacións mostraron unha boa reactividade cruzada na 
deposición de C3b e do complexo de ataque á membrana. A reactividade 
cruzada na opsonofagocitose foi baixa e unicamente mostraron 
actividade bactericida cruzada fronte á cepa NmP27. A proteína RmpM 
parece influír positivamente na xeración da resposta inmune. 
7. Os nosos resultados indican que a diálise-extrusión é unha técnica moi 
apropiada para a preparación de proteoliposomas constituídos por máis 
de unha proteína. Permiten a recuperación da conformación nativa das 
proteínas, a asociacións entre elas e o correcto recoñecemento polo 
sistema inmune. Demostramos que constitúen sistemas con alto 
rendemento de incorporación, estábeis e de composición ben definida, 
que poden ser unha moi boa alternativa ás actuais vacinas de OMVs e un 
vehículo interesante para as novas vacinas de subunidades proteicas. 
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1. Proteoliposomes showed a pattern of porin complexes similar to that 
present in OMVs. Four main complexes where formed when both 
porins, rPorA and rPorB, were incorporated: a rPorA homocomplexe, a 
rPorB homocomplexe and two rPorA/rPorB heterocomplexes. When 
RmpM was also incorporated, no modification of the previous 
mentioned complexes was observed, and three new complexes were 
formed: a rPoB/rRmpM heterocomplex and two rPorA/rPorB/rRmpM 
heterocomplexes. 
2. RmpM binds to porin complexes through an interaction between PorB 
and its N-terminal domain, where a six amino acid peptide between the 
10 and 15 positions of the RmpM sequence (Val-Ser-Gly-Gln-Ser-Asn) 
is crucial for this interaction. The two serine residues of this peptide 
(S11 and S14) are highly conserved in RmpM homologous proteins in 
Neisseriaceae. 
3. The analysis of the association of RmpM to cell envelope protein 
complexes suggests an important role of this protein in ions and other 
molecules transport across cell membrane, in protein translocation across 
the periplasm and in adhesion to host cells. 
4. LipABR 1:2:1 proteoliposomes prepared by dialysis-extrusion and 
stored lyophilized at room temperature are long-term stable keeping their 
physical properties and retaining the proteins incorporated, with no 
differences between the two cryoprotectants tested, glucose and 
trehalose. However, proteoliposomes stored as suspensions at 4 ºC have 
low stability, with important morphological alterations and an increase 
of the system polydispersiton  
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5. The refolding of rPorB, rPorA and/or rRmpM protein complexes into 
liposomes allows the production of antibodies able to recognize the 
antigens included in the formulations. Freund’s adjuvant impeded a 
proper recognition of the RmpM 
6. All proteoliposome formulations, LipABR 1:2:1, LipAB 2:1 and LipBR 
4:1, induced immune responses that promote the antibody surface 
binding, deposition of C3b and membrane attack complex, 
opsonophagocytic activity and bactericidal activity. The formulations 
induced good cross-reactivity in the C3b and membrane attack complex 
deposition assays. For the opsonophagocytic activity assay, cross-
reactivity was low, and the sera only showed bactericidal cross-reactivity 
against the NmP27 strain. RmpM seems to positively influence the 
induction of the immune response. 
7. Our results show that the dialysis-extrusion method proved to be suitable 
for the preparation of proteoliposomes including more than one protein. 
Proteoliposomes allow the correct refolding of the proteins, the 
associations between them and a proper recognition by the immune 
system. They are systems with high yield of protein incorporation, stable 
and with a well-defined composition, which can make them a good 
alternative to current OMVs-based vaccines and a interesting vehicle for 























- 247 - 
 
Aase A, Bjune G, Høiby EA, Rosenqvist E, Pedersen AK, Michaelsen TE. Infect 
Immun. 1995;63:3531-3536. 
Achtman M, van der Ende A, Zhu P, Koroleva IS, Kusecek B, Morelli G, Schuurman 
IG, Brieske N, Zurth K, Kostyukova NN, Platonov AE.. Emerg Infect Dis. 2001; 7: 
420-427. 
Agarwal S, Vasudhev S, DeOliveira RB, Ram S. J Immunol. 2014;193:1855-1863. 
Aguilera JF, Perrocheau A, Meffre C, Hahné S. Emerg Infect Dis. 2002;8:761-767.  
Al-Mazrou Y, Khalil M, Borrow R, Balmer P, Bramwell J, Lal G, Andrews N, Al-
Jeffri M. 2005;73:2932-2939. 
Arenas J, Abel A, Sánchez S, Alcalá B, Criado MT, Ferreirós CM. Int Microbiol. 
2006;9:273-2780. 
Arenas J, van Dijken H, Kuipers B, Hamstra HJ, Tommassen J, van der Ley P. Clin 
Vaccine Immunol. 2010;17:487-495. 
Arigita C, Jiskoot W, Westdijk J, van Ingen C, Hennink WE, Crommelin DJ, Kersten 
GF. Vaccine. 2004;22:629-642 
Arigita C, Kersten GF, Hazendonk T, Hennink WE, Crommelin DJ, Jiskoot W. 
Vaccine. 2003; 21: 950-960. 
Arigita C, Luijkx T, Jiskoot, Poelen M, Hennink WE, Crommelin D, van der Ley P, 
van Els C,Kersten G. Vaccine. 2005;23:5091-5098. 
Arigita C. Bevaart L, Everse LA, Koning GA, Hennink WE, Crommelin D, van de 
Winkel J, van Vugt M, Kersten G, Jiskoot W. Infectium and Immunity . 2003; sept: 
5210-5218. 
Arnaout R, Al Shorbaghi S, Al Dhekri H, Al-Mousa H, Al Ghonaium A, Al Saud B, 
Al Muhsen S, Al Baik L, Hawwari A. J Clin Immunol. 2013;33:871-875. 
Arnold DF, Roberts AG, Thomas A, Ferry B, Morgan BP, Chapel H. J Clin Immunol. 
2009;29:691-695. 
Azeem A, Anwer MK, Talegaonkar S J Drug Target. 2009;17:671-689. 
Baker MG, Martin DR, Kieft CE, Lennon D.. J Paediatr Child Health. 2001;37:S13-19. 
Banchereau J, Steinman RM. Nature. 1998;392:245-252. 
Bentley SD, Vernikos GS, Snyder LA, Churcher C, Arrowsmith C, Chillingworth T, 
Cronin A, Davis PH, Holroyd NE, Jagels K, Maddison M, Moule S, Rabbinowitsch E, 
Sharp S, Unwin L, Whitehead S, Quail MA, Achtman M, Barrell B, Saunders NJ, 
Parkhill J..PLoS Genet. 2007; 3: e23. 
Berggård T, Linse S, James P. Proteomics. 2007;7:2833-2842. 
Berrón S, De La Fuente L, Martín E, Vázquez JA. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 
1998;17:85-89. 
Bjerknes R, Guttormsen HK, Solberg CO, Wetzler LM. Infect Immun. 1995;63:160-
167. 
Bjorvatn B, Hassan-King M, Greenwood B, Haimanot RT, Fekade D, Sperber G. 
Scand J Infect Dis. 1992;24:323-332. 
Bibliografía 
- 248 - 
 
Bjune G, Høiby EA, Grønnesby JK, Arnesen O, Fredriksen JH, Halstensen A, Holten 
E, Lindbak AK, Nøkleby H, Rosenqvist E. Lancet. 1991;338:1093-1096. 
Blanchard-Rohner G, Pollard AJ. Expert Rev Vaccines. 2011;10:673-684. 
Boisier P, Nicolas P, Djibo S, Taha MK, Jeanne I, Maïnassara HB, Tenebray B, Kairo 
KK, Giorgini D, Chanteau S. Clin Infect Dis. 2007; 44: 657-663 
Borrow R, Andrews N, Goldblatt D, Miller E. Infect Immun. 2001;69:1568–1573. 
Borrow R, Balmer P, Miller E. Vaccine. 2005;23:2222-2227. 
Borrow R, Carlone GM, Rosenstein N, Blake M, Feavers I, Martin D, Zollinger W, 
Robbins J, Aaberge I, Granoff DM, Miller E, Plikaytis B, van Alphen L, Poolman J, 
Rappuoli R, Danzig L, Hackell J, Danve B, Caulfield M, Lambert S, Stephens D. 
Vaccine. 2006;24:5093-5107. 
Borrow R, Fox AJ, Cartwright K, Begg NT, Jones DM. Epidemiol Infect. 
1999;123:201-208. 
Brodeur BR, Larose Y, Tsang P, Hamel J, Ashton F, Ryan A. Infect Immun. 1985; 50: 
510-516. 
Bröker M, Bukovski S, Culic D, Jacobsson S, Koliou M, Kuusi M, Simões MJ, 
Skoczynska A, Toropainen M, Taha MK, Tzanakaki G. Hum Vaccin Immunother. 
2014;10(6). 
Bruge J, Bouveret-Le Cam N, Danve B, Rougon G, Schulz D. Vaccine. 2004; 22: 1087-
1096. 
Cagdas FM, Ertugral N, Bucak S, Atay NZ. Pharm Dev Technol. 2011;16:408-414. 
Caracciolo G, Amenitsch H. Eur Biophys J. 2012;41:815-829. 
Carbonnelle E, Hill DJ, Morand P, Griffiths NJ, Bourdoulous S, Murillo I, Nassif X, 
Virji M. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B78-89. 
Carmenate T, Mesa C, Menéndez T, Falcón V, Musacchio A. Biotechnol Appl 
Biochem. 2001;34:63-69 
Cartwright KA, Stuart JM, Jones DM, Noah ND. Epidemiol Infect. 1987;99:591-601. 
Castiñeiras TM, Barroso DE, Marsh JW, Tulenko MM, Krauland MG, Rebelo MC, 
Harrison LH. Emerg Infect Dis. 2012;18:1336-1338. 
Caugant DA, Frøholm LO, Bøvre K, Holten E, Frasch CE, Mocca LF, Zollinger WD, 
Selander RK. Proc Natl Acad Sci U S A. 1986;83:4927-4931. 
Caugant DA, Nicolas P. Vaccine. 2007;25 Suppl 1:A8–A11. 
Chang Q, Tzeng YL, Stephens DS. Clin Epidemiol. 2012;4:237-245. 
Chatterjee S, Banerjee DK. Methods in Molecular Biology. 2002;199: 3-16. 
Christodoulides M, Brooks JL, Rattue E, Heckels JE. Microbiology. 1998;144:3027–
3037. 
Christodoulides M, Jolley KA, Heckels JE. Humana Press, 2001. p. 167-180. 
Christodoulides M, McGuinness BT, Heckels JE. J Gen Microbiol. 1993;139:1729-
1738. 
Bibliografía 
- 249 - 
 
Ciruela F. Curr Opin Biotechnol. 2008;19:338-343. 
Claassen I, Meylis J, van der Ley P, Peeters C, Brons H, Robert J, Borsboom D, van 
der Ark A, van Straaten I, Roholl P, Kuipers B, Poolman J. Vaccine. 1996;14:1001-
1008. 
Collard JM, Maman Z, Yacouba H, Djibo S, Nicolas P, Jusot JF, Rocourt J, 
Maitournam R. Emerg Infect Dis. 2010;16:1496-1498. 
Cornelissen CN, Hollander A. Front Microbiol. 2011;2:117. 
Correia-Pinto JF, Csaba N, Alonso MJ. Int J Pharm. 2013;440:27-38. 
Costa I, Pajon R, Granoff DM. MBio. 2014 ;5:e01625-14. 
Counts GW, Gregory DF, Spearman JG, Lee BA, Filice GA, Holmes KK, Griffiss 
JM. Rev Infect Dis. 1984;6:640-648. 
Coureuil M, Mikaty G, Miller F, Lécuyer H, Bernard C, Bourdoulous S, Duménil G, 
Mège RM, Weksler BB, Romero IA, Couraud PO, Nassif X. Science. 2009;325:83-87. 
Dash SK, Sharma M, Khare S, Kumar A. Appl Biochem Biotechnol. 2013;171:198-208. 
Dash SK, Sharma M, Khare S, Kumar A. Biotechnol Lett. 2013;35:929-935. 
de Kleijn ED, de Groot R, Labadie J, Lafeber AB, van den Dobbelsteen G, van 
Alphen L, van Dijken H, Kuipers B, van Omme GW, Wala M, Juttmann R, Rümke 
HC. Vaccine. 2000; 18: 1456-1466. 
Deghmane AE, Giorgini D, Larribe M, Alonso JM, Taha MK . Mol Microbiol. 
2002;43:1555-1564. 
Derrick JP, Urwin R, Suker J, Feavers IM, Maiden MC. Infect Immun. 1999;67:2406-
2413. 
Diéguez-Casal E, Freixeiro P, Costoya L, Criado MT, Ferreirós C, Sánchez S. J 
Microbiol Methods. 2014;102:45-54. 
Diermayer M, Hedberg K, Hoesly F, Fischer M, Perkins B, Reeves M, Fleming D. 
JAMA. 1999;281:1493-1497. 
Dold C, Norheim G, Green C, Marsay L, Rollier C, Thompson A, Sadarangani M, 
Sanders H, Mellesdal JW, Brehony C, Saleem M, Derrick J, Feavers IM, Maiden 
MCJ, Pollard AJ. En: XIXth International Pathogenic Neisseria Conference. Asheville, 
EEUU: 2014. O20. 
Donnelly J, Medini D, Boccadifuoco G, Biolchi A, Ward J, Frasch C, Moxon ER, 
Stella M, Comanducci M, Bambini S, Muzzi A, Andrews W, Chen J, Santos G, 
Santini L, Boucher P, Serruto D, Pizza M, Rappuoli R, Giuliani MM. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 2010;107:19490-19495. 
DR, Günther D, Pandit J, Rudel T, Brandt E, Meyer TF. Infect Immun. 2000;68:6215-
6222. 
Emonts M, Hazelzet JA, de Groot R, Hermans PW. Lancet Infect Dis. 2003;3:565-577. 
Eugène E1, Hoffmann I, Pujol C, Couraud PO, Bourdoulous S, Nassif X. J Cell Sci. 
2002;115:1231-1241. 
Feavers IM, Pizza M. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B42-50. 
Bibliografía 
- 250 - 
 
Findlow J, Taylor S, Aase A, Horton R, Heyderman R, Southern J, Andrews N, 
Barchha R, Harrison E, Lowe A, Boxer E, Heaton C, Balmer P, Kaczmarski E, Oster 
P, Gorringe A, Borrow R, Miller E. Infect Immun. 2006;74:4557-4565. 
Finne J, Leinonnen M, Makela PH. Lancet. 1982; 2: 355-357. 
Fletcher LD, Bernfield L, Barniak V, Farley JE, Howell A, Knauf M, Ooi P, Smith 
RP, Weise P, Wetherell M, Xie X, Zagursky R, Zhang Y, Zlotnick GW. Infect Immun. 
2004;72:2088-2100. 
Frasch CE, Borrow R, Donnelly J. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B112-116. 
Frasch CE, Preziosi MP, LaForce FM. Hum Vaccin Immunother. 2012;8:715-724. 
Frasch CE, Stephens DS, Feavers I, Frosch M, Parkhill J, Vogel U, Quail MA, 
Bentley SD, Maiden MC. Emerg Infect Dis. 2013;19:566-573. 
Frasch CE, Zollinger WD, Poolman JT. Rev Infect Dis. 1985;7:504-510. 
Freixeiro P, Diéguez-Casal E, Costoya L, Marzoa J, Ferreirós CM, Criado MT, 
Sánchez S. J Proteome Res. 2013;12:777-784. 
Funnell SGP, Taylor S, Pryer H, Reddin K, Hudson MJ, Gorringe AR. En: XVIIIth 
International Pathogenic Neisseria Conference. Oslo, Norway: 2002. P251. 
Fusco PC, Michon F, Tai JY, Blake MS. J Infect Dis. 1997;175:364-372. 
Garrido M, Cano R. Madrid: Centro Nacional de Epidemiología;2013. 
Gill CJ, Ram S, Welsch JA, Detora L, Anemona A. Vaccine. 2011;30:29-34. 
Gilmore JM, Washburn MP. J Proteomics. 2010;73:2078-2091. 
Goldacre MJ, Roberts SE, Yeates D. BMJ. 2003. 13;327:596-597. 
Goldschneider I, Gotschlich EC, Artenstein MS. J Exp Med. 1969;129:1307–1326. 
Gómez JA, Criado MT, Ferreirós CM. Res Microbiol. 1998; 149: 381-387. 
Gorringe AR, Taylor S, Brookes C, Matheson M, Finney M, Kerr M, Hudson M, 
Findlow J, Borrow R, Andrews N, Kafatos G, Evans CM, Read RC. Clin Vaccine 
Immunol. 2009;16:1113-1120. 
Gotschlich EC, Goldschneider I, Artenstein MS. J Exp Med. 1969;129:1367–1384. 
Gotschlich EC, Liu TY, Artenstein MS. J Exp Med. 1969;129:1349–1365. 
Granoff DM, Pollard AJ. Pediatr Infect Dis J. 2007;26:716-722.  
Granoff DM, Welsch JA, Ram S. Infect Immun. 2009;77:764–769. 
Granoff DM. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B117-125. 
Greenwood B. Trop Med Int Health. 2006;11:773-780. 
Gregory AE, Titball R, Williamson D. Front Cell Infect Microbiol. 2013;3:13. 
Grizot S, Buchanan SK. Mol Microbiol. 2004;51:1027-1037. 
Guthrie T, Wong SY, Liang B, Hyland L, Hou S, Høiby EA, Andersen SR. Infect 
Immun. 2004;72:2528-2537. 
Bibliografía 
- 251 - 
 
Halperin SA, Bettinger JA, Greenwood B, Harrison LH, Jelfs J, Ladhani SN, 
McIntyre P, Ramsay ME, Sáfadi MA. Vaccine. 2012:30;30 Suppl 2:B26-36. 
Haralambous E, Dolly SO, Hibberd ML, Litt DJ, Udalova IA, O'dwyer C, Langford 
PR, Simon Kroll J, Levin M. Scand J Infect Dis. 2006;38:764-771. 
Harris SL, Zhu D, Murphy E, McNeil LK, Wang X, Mayer LW, Harrison LH, 
Jansen KU, Anderson AS. Hum Vaccin. 2011;7 Suppl:68-74. 
Harrison LH, Trotter CL, Ramsay ME. Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B51-63. 
Hedari CP, Khinkarly RW, Dbaibo GS. Infect Drug Resist. 2014;7:85-99. 
Heikal A, Box K, Rothnie A, Storm J, Callaghan R, Allen M. Cryobiology. 2009;58:37-
44. 
Holst J, Feiring B, Fuglesang JE, Høiby EA, Nøkleby H, Aaberge IS, Rosenqvist E. 
Vaccine. 2003;21:734-737. 
Holst J, Martin D, Arnold R, Huergo CC, Oster P, O'Hallahan J, Rosenqvist E. 
Vaccine. 2009;27 Suppl 2:B3-12. 
Huang S, Sahin O, Zhang Q. FEMS Microbiol Lett. 2007;272:137-143. 
Humphries HE, Williams JN, Blackstone R, Jolley KA, Yuen HM, Christodoulides 
M, Heckels JE.. Vaccine. 2006 ;24:36-44. 
Hung MC, Heckels JE, Christodoulides M. MBio. 2013;4:1-13. 
Idänpään-Heikkilä I, Muttilainen S, Wahlström E, Saarinen L, Leinonen M, Sarvas 
M, Mäkelä PH. Vaccine. 1995;13:1501-1508. 
Ison CA, Anwar N, Cole MJ, Galassini R, Heyderman RS, Klein NJ, West J, Pollard 
AJ, Morley S, Levin and the Meningococcal Re. Microb Pathog. 1999;27:207-214. 
Ito HO, Nakashima T, So T, Hirata M, Inouea M. Biochem Biophys Res Común. 
2003;308: 770–776. 
Jadhav SR, Rao KS, Zheng Y, Garavito RM, Worden RM. J Colloid Interface Sci. 
2013;390:211-216. 
Janse C, Wiese A, Reubseat L, Dekker N, Cock H, Seydel U, Tommassen J. Biochim 
Biophys Acta. 2000; 5; 464: 284-298. 
Jennings HJ, Roy R, Gamian A. J. Immunol. 1986; 137: 1708-1713. 
Joiner KA, Scales R, Warren KA, Frank MM, Rice PA.. J Clin Invest.1985;76:1765-
1772. 
Joiner KA, Warren KA, Brown EJ, Swanson J, Frank MM. J Immunol. 
1983;131:1443-51. 
Jolley KA, Brehony C, Maiden MC. FEMS Microbiol Rev. 2007;31:89-96. 
Jones DM, Eldridge J. J Med Microbiol. 1979;12:107-111. 
Kaaijk P, van Straaten I, van de Waterbeemd B, Boot EP, Levels LM, van Dijken 
HH, van den Dobbelsteen GP. Vaccine. 2013;31:1065-1071. 
Kabat EA, Kaiser H, Sikorski H. J Exp Med. 1944;80:299-307. 
Bibliografía 
- 252 - 
 
Källström H, Liszewski MK, Atkinson JP, Jonsson AB. Mol Microbiol. 1997;25:639-
647. 
Kan P, Tsao CW, Wang AJ, Su WC, Liang HF. A liposomal formulation able to 
incorporate a high content of Paclitaxel and exert promising anticancer effect. J Drug 
Deliv. 2011:629234. 
Katial RK, Brandt BL, Moran EE, Marks S, Agnello V, Zollinger WD. Infect Immun. 
2002;70:702-707. 
Keiser PB, Biggs-Cicatelli S, Moran EE, Schmiel DH, Pinto VB, Burden RE, Miller 
LB, Moon JE, Bowden RA, Cummings JF, Zollinger WD. Vaccine. 2011;29:1413-
1420. 
Kelly DF, Snape MD, Clutterbuck EA, Green S, Snowden C, Diggle L, Yu LM, 
Borkowski A, Moxon ER, Pollard AJ. Blood. 2006;108:2642-2647. 
Klugman KP, Gotschlich EC, Blake MS. Infect Immun. 1989;57:2066-2071. 
Kulp A, Kuehn MJ. Annu Rev Microbiol. 2010;64:163-184. 
Kundu AK, Chandra PK, Hazari S, Ledet G, Pramar YV, Dash S, Mandal TK. Int J 
Pharm. 2012;423:525-534 
Laemmli UK. Nature. 1970; 227: 680-685. 
Lappann M, Otto A, Becher D, Vogel U. J Bacteriol. 2013;195:4425-4435. 
Leuzzi R, Nesta B, Monaci E, Cartocci E, Serino L, Soriani M, Rappuoli R, Pizza M. 
BMC Microbiol. 2013;13:251. 
Luijkx TA, van Dijken H, Hamstra HJ, Kuipers B, van der Ley P, van Alphen L, van 
den Dobbelsteen G. Infect Immun. 2003;71:6367-6371. 
MacDonald NE, Halperin SA, Law BJ, Forrest B, Danzig LE, Granoff DM. JAMA. 
1998;280:1685-1689. 
MacDonald RC, MacDonald RI, Menco BP, Takeshita K, Subbarao NK, Hu LR. 
Biochim Biophys Acta. 1991;1061:297-303. 
Maiden MC, Bygraves JA, Feil E, Morelli G, Russell JE, Urwin R, Zhang Q, Zhou J, 
Zurth K, Caugant DA, Feavers IM, Achtman M, Spratt BG. Proc Natl Acad Sci U S A. 
1998: 17;95:3140-3145. 
Malorny B, Morelli G, Kusecek B, Kolberg J, Achtman M. J Bacteriol. 1998;180:1323-
1330. 
Marri PR, Paniscus M, Weyand NJ, Rendón MA, Calton CM, Hernández DR, 
Higashi DL, Sodergren E, Weinstock GM, Rounsley SD, So M. PLoS One. 
2010;5:e11835. 
Marshall HS, Richmond PC, Nissen MD, Wouters A, Baber J, Jiang Q, Anderson AS, 
Jones TR, Harris SL, Jansen KU, Perez JL. Vaccine. 2013;31:1569-1575. 
Martin DR, Ruijne N, McCallum L, O'Hallahan J, Oster P. Clin Vaccine Immunol. 
2006;13:486-491. 
Martinon-Torres F, Gimenez-Sanchez F, Bernaola-Iturbe E, Diez-Domingo J, Jiang 
Q, Perez JL. Vaccine. 2014;32:5206-5211. 
Bibliografía 
- 253 - 
 
Marzoa J, Abel A, Sánchez S, Chan H, Feavers I, Criado MT, Ferreirós CM. 
Proteomics. 2009;9:648-656. 
Marzoa J, Sánchez S, Costoya L, Diéguez-Casal E, Freixeiro P, Brookes C, Allen L, 
Taylor S, Gorringe AR, Ferreirós CM, Criado MT. Vaccine. 2012;30:2387-2395. 
Marzoa J, Sánchez S, Ferreirós CM, Criado MT. J Proteome Res. 2010;9:611-619. 
Massari P, Gunawardana J, Liu X, Wetzler LM. Infect Immun. 2010;78:994-1003. 
Massari P, King CA, MacLeod H, Wetzler LM. Protein Expr Purif. 2005; 44: 136–146. 
Massari P, Ram S, Macleod H, Wetzler LM. Trends Microbiol. 2003;11:87-93. 
Mayer LD, Hope MJ, Cullis PR. Biochim Biophys Acta. 1986;858:161-168. 
Melican K, Dumenil G. Curr Opin Microbiol. 2012;15:50-56. 
Merker P, Tommassen J, Kusecek B, Virji M, Sesardic D, Achtman M. Mol 
Microbiol. 1997;23:281-293. 
Merz AJ, So M. Annu Rev Cell Dev Biol. 2000;16:423-457. 
Micoli F, Romano MR, Tontini M, Cappelletti E, Gavini M, Proietti D, Rondini S, 
Swennen E, Santini L, Filippini S, Balocchi C, Adamo R, Pluschke G, Norheim G, 
Pollard A, Saul A, Rappuoli R, MacLennan CA, Berti F, Costantino P. Proc Natl Acad 
Sci U S A. 2013;110:19077-19082. 
Miernyk JA, Thelen JJ. Plant J. 2008;53:597-609. 
Miller E, Salisbury D, Ramsay M. Vaccine. 2001;20 Suppl 1:S58-67. 
Minetti CA, Blake MS, Remeta DP. J Biol Chem. 1998;273:25329-25338. 
Mistretta N, Guy B, Bérard Y, Dalençon F, Fratantonio O, Grégoire C, Lechevallier 
A, Lhéritier P, Revet L, Moreau M, Haensler J, Rokbi B. Clin Vaccine Immunol. 
2012;19:711-722. 
Moran EE, Burden R, Labrie JE 3rd, Wen Z, Wang XM, Zollinger WD, Zhang L, 
Pinto VB. Clin Vaccine Immunol. 2012;19:659-665. 
Muller E, Apicella MA. Infect Immun. 1988;56:259-266. 
Muttilainen S, Idänpään-Heikkilä I, Wahlström E, Nurminen M, Mäkelä PH, Sarvas 
M. Microb Pathog. 1995;18:423-436. 
Naess LM, Aarvak T, Aase A, Oftung F, Høiby EA, Sandin R, Michaelsen TE. 
Vaccine. 1999;17:754-7564. 
Neff D, Dencher NA. Biochem Biophys Res Commun. 1999; 259: 569-575. 
Neuhoff, V, Stam, R, Eibl, H. Electrophoresis. 1985; 6: 427-448. 
Ngounou Wetie AG, Sokolowska I, Woods AG, Roy U, Deinhardt K, Darie CC. Cell 
Mol Life Sci. 2014;71:205-228. 
Ngounou Wetie AG, Sokolowska I, Woods AG, Roy U, Loo JA, Darie CC. Proteomics. 
2013;13:538-557. 
Noinaj N, Buchanan SK, Cornelissen CN. Mol Microbiol. 2012;86:246-257. 
Nooren IM, Thornton JM. EMBO J. 2003;22:3486-3492. 
Bibliografía 
- 254 - 
 
Nurminen M, Butcher S, Idänpään-Heikkilä I, Wahlström E, Muttilainen S, 
Runeberg-Nyman K, Sarvas M, Mäkelä PH. Mol Microbiol. 1992;6:2499-2506. 
Olesky M, Hobbs M, Nicholas RA. Antimicrob Agents Chemother. 2002;46:2811-2820. 
Oliver KJ, Reddin KM, Bracegirdle P, Hudson MJ, Borrow R, Feavers IM, Robinson 
A, Cartwright K, Gorringe AR. Infect Immun. 2002;70:3621-3626. 
Olson F, Hunt CA, Szoka FC, Vail WJ, Papahadjopoulos D. Biochim Biophys Acta. 
1979;557:9-23. 
Oster P, Lennon D, O’Hallahan J, Mulholland K, Stewart Reid, Martin D. Vaccine. 
2005;23: 2191-2196. 
Østergaard L, Van der Wielen M, Bianco V, Miller JM. Int J Infect Dis. 2013;17:e173-
176. 
Pace D, Pollard AJ. Vaccine. 2012:30;30 Suppl 2:B3-9. 
Pajon R, Yero D, Niebla O, Climent Y, Sardiñas G, García D, Perera Y, Llanes A, 
Delgado M, Cobas K, Caballero E, Taylor S, Brookes C, Gorringe A. Vaccine. 
2009;28:532-41. 
Park JS, Lee WC, Yeo KJ, Ryu KS, Kumarasiri M, Hesek D, Lee M, Mobashery S, 
Song JH, Kim SI, Lee JC, Cheong C, Jeon YH, Kim HY. FASEB J. 2012;26:219-228. 
Parkhill J, Achtman M, James KD, Bentley SD, Churcher C, Klee SR, Morelli G, 
Basham D, Brown D, Chillingworth T, Davies RM, Davis P, Devlin K, Feltwell T, 
Hamlin N, Holroyd S, Jagels K, Leather S, Moule S, Mungall K, Quail MA, 
Rajandream MA, Rutherford KM, Simmonds M, Skelton J, Whitehead S, Spratt BG, 
Barrell BG. Nature. 2000; 404: 502-506. 
Parmar MM, Edwards K, Madden TD. Biochim Biophys Acta. 1999;1421:77-90. 
Pathan N, Faust SN, Levin M. Arch Dis Child. 2003;88:601-607. 
Peltola H, Mäkelä PH, ELO O, Pettay O, Renkonen OV, Sivonen A. Scand J Infect 
Dis. 1976; 8: 169-174. 
Perkins-Balding D, Ratliff-Griffin M, Stojiljkovic I. Microbiol Mol Biol Rev. 
2004;68:154-171. 
Pettersson A, Kuipers B, Pelzer M, Verhagen E, Tiesjema RH, Tommassen J, 
Poolman JT. Infect Immun. 1990;58:3036-3041. 
Phillips R, Williams JN, Tan WM, Bielecka MK, Thompson H, Hung MC, Heckels 
JE, Christodoulides M. Vaccine. 2013;31:2584-2590. 
Pizza M, Scarlato V, Masignani V, Giuliani MM, Aricò B, Comanducci M, Jennings 
GT, Baldi L, Bartolini E, Capecchi B, Galeotti CL, Luzzi E, Manetti R, Marchetti E, 
Mora M, Nuti S, Ratti G, Santini L, Savino S, Scarselli M, Storni E, Zuo P, Broeker 
M, Hundt E, Knapp B, Blair E, Mason T, Tettelin H, Hood DW, Jeffries AC, 
Saunders NJ, Granoff DM, Venter JC, Moxon ER, Grandi G, Rappuoli R. Science. 
2000;287:1816-1820. 
Plested JS, Granoff DM. Clin Vaccine Immunol. 2008;15:799-804. 
Poetsch A, Wolters D. Proteomics. 2008;8:4100-4122. 
Pollard A, Riordan A, Ramsay M. Lancet. 2014;383:1103-1104. 
Bibliografía 
- 255 - 
 
Pollard AJ, Frasch C. Vaccine. 2001;19:1327-1346. 
Prince SM, Achtman M, Derrick JP. Proc Natl Acad Sci U S A. 2002;99:3417-3421. 
Prinz T, Tommassen J. FEMS Microbiol Lett. 2000;183:49-53. 
Ram S, Lewis LA, Rice PA. Clin Microbiol Rev. 2010;23:740-780. 
Rameix-Welti MA, Régnier CH, Bienaimé F, Blouin J, Schifferli J, Fridman WH, 
Sautès-Fridman C, Frémeaux-Bacchi V. Eur J Immunol. 2007;37:1377-1385. 
Rao M, Rothwell SW, Wassef NM, Pagano RE, Alving CR. Immunol Lett. 1997;59:99-
105. 
Rice PA, Vayo HE, Tam MR, Blake MS. J Exp Med. 1986;164:1735-1748. 
Richmond PC, Marshall HS, Nissen MD, Jiang Q, Jansen KU, Garcés-Sánchez M, 
Martinón-Torres F, Beeslaar J, Szenborn L, Wysocki J, Eiden J, Harris SL, Jones 
TR, Perez JL; 2001 Study Investigators. Lancet Infect Dis. 2012;12:597-607. 
Rigaut G, Shevchenko A, Rutz B, Wilm M, Mann M, Séraphin B. Nat Biotechnol. 
1999; 17: 1030-1032. 
Riguard JL, Lévy D. Academic Press;2003. p. 65-86. 
Robbins JB, Schneerson R, Anderson P, Smith DH. JAMA. 1996; 276: 1181-1185. 
Rosenqvist E, Musacchio A, Aase A, Høiby EA, Namork E, Kolberg J, Wedege E, 
Delvig A, Dalseg R, Michaelsen TE, Tommassen J. Infect Immun. 1999;67:1267-1276. 
Rots NY, Kleijne DE. En: 16th International Pathogenic Neisseria Conference. Würzburg, 
Alemaña: 2008. P207 
Salimans MM, Bax WA, Stegeman F, van Deuren M, Bartelink AK, van Dijk H. Clin 
Diagn Lab Immunol. 2004;11:806-807. 
Salit IE. Arch Intern Med. 1981;141:664-665. 
Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 1989. 
Sánchez S, Abel A, Arenas J, Criado MT, Ferreirós CM. Res Microbiol. 2006;157:136-
142. 
Sánchez S, Abel A, Marzoa J, Gorringe A, Criado MT, Ferreiros CM. Vaccine. 2009; 
27:5338-5343. 
Sánchez S, Arenas J, Abel A, Criado MT, Ferreirós CM. J Proteome Res. 2005;4:91-
95. 
Sardiñas G, Yero D, Climent Y, Caballero E, Cobas K, Niebla O. J Med Microbiol. 
2009;58:196-208. 
Schägger H, Cramer WA, von Jagow G. Anal Biochem. 1994;217:220-230. 
Schägger H, von Jagow G. Anal Biochem. 1991;199:223-231. 
Schlesinger M, Greenberg R, Levy J, Kayhty H, Levy R. J Infect Dis. 1994;170:449-53. 
Schmitt C, Villwock A, Kurzai O. Int J Med Microbiol. 2009;299:9-20. 
Schneider MC, Exley RM, Chan H, Feavers I, Kang YH, Sim RB, Tang CM. J 
Immunol. 2006;176:7566-7575. 
Bibliografía 
- 256 - 
 
Schwendener RA. Ther Adv Vaccines. 2014;2:159-182. 
Seib KL, Zhao X, Rappuoli R. Clin Microbiol Infect. 2012 Suppl 5:109-116. 
Selander RK, Caugant DA, Ochman H, Musser JM, Gilmour MN, Whittam TS. Appl 
Environ Microbiol. 1986;51:873-884. 
Sharom FJ, Eckford PD. Methods Mol Biol. 2003;227:129-154 
Siamak P, Yazdankhah SP, Caugant DA. J Med Microbiol. 2004;53:821-832. 
Sierra GV, Campa HC, Varcacel NM, Garcia IL, Izquierdo PL, Sotolongo PF, 
Casanueva GV, Rico CO, Rodriguez CR, Terry MH. NIPH Ann. 1991;14:195-210. 
Sinha S, Ambur OH, Langford PR, Tønjum T, Kroll JS.. Microbiology. 2008;154:217-
225. 
Sjursen H, Wedege E, Rosenqvist E, Naess A, Halstensen A, Matre R, Solberg CO. 
APMIS. 1990;98:1061-1069. 
Smith DM, Simon JK, Baker JR . Nat Rev Immunol. 2013;13:592-560 
Smith PK, Krohn RI, Hermanson GT, Mallia AK, Gartner FH, Provenzano MD, 
Fujimoto EK, Goeke NM, Olson BJ, Klenk DC. Anal Biochem. 1985;150:76-85. 
Snape MD, Dawson T, Oster P, Evans A, John TM, Ohene-Kena B, Findlow J, Yu 
LM, Borrow R, Ypma E, Toneatto D, Pollard AJ. Pediatr Infect Dis J. 2010;29:e71-9. 
Snapper CM, Rosas FR, Kehry MR, Mond JJ, Wetzler LM. Infect Immun. 
1997;65:3203-3208. 
Snider J, Kittanakom S, Damjanovic D, Curak J, Wong V, Stagljar I. Nat Protoc. 
2010;5:1281-93. 
Srikhanta YN, Dowideit SJ, Edwards JL, Falsetta ML, Wu HJ, Harrison OB, Fox 
KL, Seib KL, Maguire TL, Wang AH, Maiden MC, Grimmond SM, Apicella MA, 
Jennings MP. PLoS Pathog. 2009;5:e1000400. 
Stark B, Pabst G, Prassl R. Eur J Pharm Sci. 2010;41:546-555. 
Stein DM, Robbins J, Miller MA, Lin FY, Schneerson R. Vaccine 2005;24:221–228. 
Stephens DS, Greenwood B, Brandtzaeg P. Lancet. 2007;30;369:2196-2210. 
Tanabe M, Nimigean CM, Iverson TM. Proc Natl Acad Sci U S A. 2010;107:6811-6816. 
Tettelin H, Saunders NJ, Heidelberg J, Jeffries AC, Nelson KE, Eisen JA, Ketchum 
KA, Hood DW, Peden JF, Dodson RJ, Nelson WC, Gwinn ML, DeBoy R, Peterson 
JD, Hickey EK, Haft DH, Salzberg SL, White O, Fleischmann RD, Dougherty BA, 
Mason T, Ciecko A, Parksey DS, Blair E, Cittone H, Clark EB, Cotton MD, 
Utterback TR, Khouri H, Qin H, Vamathevan J, Gill J, Scarlato V, Masignani V, 
Pizza M, Grandi G, Sun L, Smith HO, Fraser CM, Moxon ER, Rappuoli R, Venter 
JC. Science. 2000; 287: 1809-1815. 
Tommassen J, Vermeij P, Struyvé M, Benz R, Poolman JT. Infect Immun. 
1990;58:1355-1359. 
Torchilin VP, Weissig V. Oxford University Press. 2003. 
Trakselis MA, Alley SC, Ishmael FT. Bioconjug Chem. 2005;16:741-750. 
Trivedi K, Tang CM, Exley RM . Trends Microbiol. 2011;19:456-463. 
Bibliografía 
- 257 - 
 
Troncoso G, Sánchez S, Moreda M, Criado MT, Ferreirós CM. FEMS Immunol Med 
Microbiol. 2000;27:103-109. 
Trotter C, Borrow R, Andrews N, Miller E. Vaccine. 2003;21:1094–1098. 
Trotter CL, Greenwood BM. Lancet Infect Dis. 2007;7:797-803. 
Tsai CM, Frasch CE, Mocca L.. J Bacteriol. 1981; 146: 69–78. 
Tsai CM, Mocca LF, Frasch CE.. Infect Immun. 1987;55:1652-1656. 
Tsolakos N, Brookes C, Taylor S, Gorringe A, Tang CM, Feavers IM, Wheeler JX. J 
Proteomics. 2014;101:63-76. 
Tu HA, Deeks SL, Morris SK, Strifler L, Crowcroft N, Jamieson FB, Kwong JC, 
Coyte PC, Krahn M, Sander B. Vaccine. 2014;32:5436-5446. 
Tunkel AR, Hartman BJ, Kaplan SL, Kaufman BA, Roos KL, Scheld WM, Whitley 
RJ. Clin Infect Dis. 2004.1;39:1267-1284. 
Uhumwangho MU, Okor RS. JMBR. 2005; 1: 9-21. 
Uli L, Castellanos-Serra L, Betancourt L, Domínguez F, Barberá R, Sotolongo F, 
Guillén G, Pajón Feyt R. Proteomics. 2006;6:3389-3399. 
Underwood EA. Br Med J. 1940;1:757-763. 
Unkmeir A, Kämmerer U, Stade A, Hübner C, Haller S, Kolb-Mäurer A, Frosch M, 
Dietrich G. Infect Immun. 2002;70:2454-2462. 
Urwin R, Maiden MC. Trends Microbiol. 2003;11:479-487. 
van de Waterbeemd B, Streefland M, van der Ley P, Zomer B, van Dijken H, 
Martens D, Wijffels R, van der Pol L. Vaccine. 2010;28:4810-4816. 
van de Waterbeemd B, Zomer G, Kaaijk P, Ruiterkamp N, Wijffels RH, van den 
Dobbelsteen GP, van der Pol LA. PLoS One. 2013;8:e65157. 
van der Ley P, Heckels JE, Virji M, Hoogerhout P, Poolman JT. Infect Immun. 1991; 
59: 2963–2971 
van der Ley P, van der Biezen J, Poolman JT. Vaccine. 1995;13:401-407. 
van Deuren M, Brandtzaeg P, van der Meer JW. Clin Microbiol Rev. 2000;13:144-166. 
Vangasseri DP, Han SJ, Huang L Curr Drug Deliv. 2005;2:401-406. 
Vermont C, van den Dobbelsteen G. Immunol Med Microbiol. 2002;34:89-96. 
Vieusseux G. J Med Chir Pharm. 1805;11:163–182. 
Vipond C, Suker J, Jones C, Tang C, Feavers IM, Wheeler JX. Proteomics. 
2006;6:3400-3413. 
Volokhina EB, Beckers F, Tommassen J, Bos MP. J Bacteriol. 2009;191:7074-7085. 
Ward SJ, Scopes D, Christodoulides M, Clarke IN, Heckels JE. Microb Pathog. 
1996;21:499-512. 
Watson DS, Endsley AN, Huang L. Vaccine. 2012;30:2256-2272. 
Weichselbaum A. Fortschr Med 1887;5, 573–583, 620–626. 
Bibliografía 
- 258 - 
 
Weiss MS, Schulz GE. J Mol Biol. 1992; 227: 493-509. 
Welsch JA, Moe GR, Rossi R, Adu-Bobie J, Rappuoli R, Granoff DM. J Infect Dis. 
2003;188:1730-40. 
Welsch JA, Rossi R, Comanducci M, Granoff DM. J Immunol. 2004;172:5606-5615. 
Weynants V, Denoël P, Devos N, Janssens D, Feron C, Goraj K, Momin P, Monnom 
D, Tans C, Vandercammen A, Wauters F, Poolman JT. Infect Immun. 2009;77:2084-
2093. 
Weynants VE, Feron CM, Goraj KK, Bos MP, Denoël PA, Verlant VG, Tommassen 
J, Peak IR, Judd RC, Jennings MP, Poolman JT. Infect Immun. 2007;75:5434-5442. 
Wheeler JX, Vipond C, Feavers IM. Proteomics Clin Appl. 2007;1:1198-1210. 
Williams JN, Skipp PJ, Humphries HE, Christodoulides M, O'Connor CD, Heckels 
JE. Infect Immun. 2007;75:1364-1372. 
Wittig I, Karas M, Schägger H. Mol Cell Proteomics. 2007;6:1215-1225. 
Wittig I, Schägger H. Proteomics. 2005;5:4338-4346. 
Wittig I, Schägger H. Proteomics. 2009;9:5214-5223. 
World Health Organisation. World Health Organization;1976. 
Wright JC, Williams JN, Christodoulides M, Heckels JE. Infect Immun. 2002;70:4028-
4034. 
Xiang SD, Scholzen A, Minigo G, David C, Apostolopoulos V, Mottram PL, Plebanski 
M. Methods. 2006;40:1-9. 
Yan S, Gu W, Xu ZP. J Colloid Interface Sci. 2013;395:1-10. 
Zahlanie YC, Hammadi MM, Ghanem ST, Dbaibo GS. Hum Vaccin Immunother. 
2014;10:995-1007. 
Zapata MI, Feldkamp JR, Peck GE, White JL, Hem SL. J Pharm Sci. 1984;73(1):3-8. 
Zeth K, Diederichs K, Welte W, Engelhardt H. Structure. 2000;8:981-992. 
Zhao L, Seth A, Wibowo N, Zhao CX, Mitter N, Yu C, Middelberg AP. Vaccine. 
2014;32:327-337. 
Zlotnick GW, Jones TR, Liberator P, Hao L, Harris S, McNeil LK, Zhu D, Perez J, 
Eiden J, Jansen KU, Anderson AS. Hum Vaccin Immunother. 2014;11:5-13. 
Zollinger WD, Babcock JG, Moran EE, Brandt BL, Matyas GR, Wassef NM, Alving 
CR. Vaccine. 2012;30:712-721. 
Zollinger WD, Babcock JG, Moran EE, Brandt BL, Matyas GR, Wassef NM, Alving 
CR.. Vaccine. 2012;30:712-721. 
Zollinger WD, Brant BL, Tramont EC, Dobek AS. American Society for Microbiology. 
p. 446-453. 
Zollinger WD, Mandrell RE, Altieri P, Berman S, Lowenthal J, Artenstein MS. J 
Infect Dis. 1978;137:728-739. 
Referencias das táboas 
- 259 - 
 
Referencias das táboas (táboas 1, 2 e 4) 
 
I Thorsteinsdóttir H, Sáenz TW. History of science. Tackling meningitis in Africa. 
Science. 2012;338(6114):1546-7. 
II Silveira IA, Bastos RC, Neto MS, Laranjeira AP, Assis EF et al. Characterization and 
immunogenicity of meningococcal group C conjugate vaccine prepared using hydrazide-
activated tetanus toxoid. Vaccine. 2007;25:7261-70. 
III Frasch CE, Preziosi MP, LaForce FM. Development of a group A meningococcal 
conjugate vaccine, MenAfriVac(TM). Hum Vaccin Immunother. 2012;8:715-24. 
IV Hedari CP, Khinkarly RW, Dbaibo GS. Meningococcal serogroups A, C, W-135, and Y 
tetanus toxoid conjugate vaccine: a new conjugate vaccine against invasive meningococcal 
disease. Infect Drug Resist. 2014;7:85-99. 
V Dull PM, McIntosh ED. Meningococcal vaccine development-from glycoconjugates 
against MenACWY to proteins against MenB--potential for broad protection against 
meningococcal disease. Vaccine. 2012;30 Suppl 2:B18-25. 
VI Findlow J, Findlow H, Frankland S, Holland A, Holme D et al.Evaluation of the safety 
and immunogenicity in United Kingdom laboratory workers of a combined Haemophilus 
influenzae type b and meningococcal capsular group C conjugate vaccine. J Occup Med 
Toxicol. 2014;9:26. 
VII Perry CM. Meningococcal groups C and Y and haemophilus B tetanus toxoid conjugate 
vaccine (HibMenCY-TT; MenHibrix(®)): a review. Drugs. 2013;73:703-13. 
VIII Hale SF, Camaione L, Lomaestro BM. MenHibrix: a new combination meningococcal 
vaccine for infants and toddlers. Ann Pharmacother. 2014;48:404-11. 
IX Naess LM, Aase A, Norheim G, Tunheim G, Fjeldheim AK et al. Antibody responses in 
humans after vaccination with a novel serogroup A and W outer membrane vesicle (OMV) 
vaccine targeted for the African meningitis belt – results from a phase I study in Cuba. En: 
XIXth International Pathogenic Neisseria Conference 2014. P46. 
X LaForce FM, Dhere R, Pisal SS, Alderson M and the SII Polymening Author Group. 
Epidemic meningococcal meningitis in Africa: success using a Group A conjugate vaccine 
and a development update on a new pentavalent vaccine (A/C/Y/W/X). En: XIXth 
International Pathogenic Neisseria Conference 2014. P47. 
XI Maho E, Han L, Welsch JA, Dull PM, Smolenov I. Identification of an optimal 
formulation of MenABCWY vaccine in adolescents using desirability analysis. En: XIXth 
International Pathogenic Neisseria Conference 2014. P56. 
XII Tunheim G, Næss LM, Acevedo R, Fjeldheim AK, Bolstad K et al. Preclinical 
immunogenicity study of trivalent meningococcal AWX-OMV vaccines for the African 
meningitis belt. Vaccine. 2014. doi: 10.1016/j.vaccine.2014.09.063. 
XIII Micoli F, Romano MR, Tontini M, Cappelletti E, Gavini M et al. Development of a 
glycoconjugate vaccine to prevent meningitis in Africa caused by meningococcal 
serogroup X. Proc Natl Acad Sci U S A. 2013;110:19077-19082. 
XIV Sierra GV, Campa HC, Varcacel NM, Garcia IL, Izquierdo PL et al. Vaccine against 
group B Neisseria meningitidis: protection trial and mass vaccination results in Cuba. 
NIPH Ann. 1991; 14:195-210.  
Referencias das táboas 
- 260 - 
 
XV Bjune G, Høiby EA, Grønnesby JK, Arnesen O, Fredriksen JH et al. Effect of outer 
membrane vesicle vaccine against group B meningococcal disease in Norway. Lancet. 
1991; 338:1093-1096.  
XVI Wong SH, Lennon DR, Jackson CM, Stewart JM, Reid S et al. Immunogenicity and 
tolerability in infants of a New Zealand epidemic strain meningococcal B outer membrane 
vesicle vaccine.Pediatr Infect Dis J. 2009; 28: 385-390.  
XVII Boutriau D, Poolman J, Borrow R, Findlow J, Domingo JD et al. Immunogenicity and 
safety of three doses of a bivalent (B:4:p1.19,15 and B:4:p1.7-2,4) meningococcal outer 
membrane vesicle vaccine in healthy adolescents. Clin Vaccine Immunol. 2007; 14: 65-73.  
XVIII Vermont CL, Van Dijken HH, De Groot R, Van Alphen L, Van Den Dobbelsteen GP. 
PorA-specific differences in antibody avidity after vaccination with a hexavalent Men B 
outer membrane vesicle vaccine in toddlers and school children.Vaccine. 2004; 22: 3008-
3013. 
XIX de Kleijn ED, de Groot R, Labadie J, Lafeber AB, van den Dobbelsteen G et al. 
Immunogenicity and safety of a hexavalent meningococcal outer-membrane-vesicle 
vaccine in children of 2-3 and 7-8 years of age. Vaccine. 2000; 18: 1456-1466. 
XX G. Van den Dobbelsteen, H. van Dijken, H.-J. Hamstra, R. Ummels, L. Van Alphen et 
al. From HexaMen to NonaMen: expanding a multivalent PorA-based meningococcal 
outer membrane vesicle vaccine, Proceedings of the 14th International Pathogenic 
Neisseria Conference (2004), p. 153. 
XXI Van den Dobbelsteen G. NonaMen, a multivalent MenB OMV vaccine, from 
development to clinical studies. Vaccimonitor. 2009; 18: 18. 
XXII Jessouroun E, da Silveira IF, Larangeira AP, Pereira S, Fernandes SA et al. Outer 
membrane vesicles (OMVs) and detoxified lipooligosaccharide (dLOS) obtained from 
Brazilian prevalent N. meningitidis serogroup B strains protect mice against homologous 
and heterologous meningococcal infection and septic shock. Vaccine. 2004; 22:2617-2625. 
XXIII Gorringe AR, Taylor S, Brookes C, Matheson M, Finney M et al. Phase I safety and 
immunogenicity study of a candidate meningococcal disease vaccine based on Neisseria 
lactamica outer membrane vesicles.Clin Vaccine Immunol. 2009; 16:1113-1120. 
XXIV Weynants V, Denoël P, Devos N, Janssens D, Feron C et al. Genetically modified L3,7 
and L2 lipooligosaccharides from Neisseria meningitidis serogroup B confer a broad cross-
bactericidal response. Infect Immun. 2009; 77: 2084-2093. 
XXV Bonvehí P, Boutriau D, Casellas J, Weynants V, Feron C et al. Three doses of an 
experimental detoxified L3-derived lipooligosaccharide meningococcal vaccine offer good 
safety but low immunogenicity in healthy young adults.Clin Vaccine Immunol. 
2010;17:1460-6. 
XXVI Keiser PB, Biggs-Cicatelli S, Moran EE, Schmiel DH, Pinto VB et al. A phase 1 study 
of a meningococcal native outer membrane vesicle vaccine made from a group B strain 
with deleted lpxL1 and synX, over-expressed factor H binding protein, two PorAs and 
stabilized OpcA expression. Vaccine. 2011;29:1413-1420. 
XXVII Zollinger WD, Babcock JG, Moran EE, Brandt BL, Matyas GR et al. Phase I study of 
a Neisseria meningitidis liposomal vaccine containing purified outer membrane proteins 
and detoxified lipooligosaccharide. Vaccine. 2012;30:712-21. 
XXVIII Dold C, Norheim G, Green C, Marsay L, Rollier C et al. Safety and immunogenicity of 
a meningococcal serogroup B outer membrane vesicle vaccine with constitutive expression 
Referencias das táboas 
- 261 - 
 
of the iron receptor FetA: a phase I, open-label, dose escalation clinical trial in healthy 
adult volunteers. En: XIXth International Pathogenic Neisseria Conference 2014. O20. 
XXIX Kaaijk P, van Straaten I, van de Waterbeemd B, Boot EP, Levels LM et al. Preclinical 
safety and immunogenicity evaluation of a nonavalent PorA native outer membrane vesicle 
vaccine against serogroup B meningococcal disease. Vaccine. 2013;31:1065-1071. 
XXX Martinon-Torres F, Gimenez-Sanchez F, Bernaola-Iturbe E, Diez-Domingo J, Jiang 
Q et al. A randomized, phase 1/2 trial of the safety, tolerability, and immunogenicity of 
bivalent rLP2086 meningococcal B vaccine in healthy infants. Vaccine. 2014;32:5206-11. 
XXXI Marshall HS, Richmond PC, Nissen MD, Wouters A, Baber J et al. A phase 2 open-
label safety and immunogenicity study of a meningococcal B bivalent rLP2086 vaccine in 
healthy adults. Vaccine. 2013;31:1569-75. 
XXXII O'Ryan, Stoddard J, Toneatto D, Wassil J, Dull PM. A multi-component 
meningococcal serogroup B vaccine (4CMenB): the clinical development program. Drugs. 
2014;7:15-30. 
XXXIII Russell M, Raheja V, Jaiyesimi R.  Human papillomavirus vaccination in adolescence. 
Perspect Public Health. 2013;133:320-324. 
XXXIV Zhang J, Shih JW, Wu T, Li SW, Xia NS. Development of the hepatitis E vaccine: from 
bench to field. Semin Liver Dis. 2013;33:79-88. 
  
Referencias das táboas 
- 262 - 
 
Referencias da táboa 5 
 
I Ward SJ, Scopes D, Christodoulides M, Clarke IN, Heckels JE. Expression of 
Neisseria meningitidis class 1 porin as a fusion protein in Escherichia coli: the influence of 
liposomes and adjuvants on the production of a bactericidal immune response. Microb 
Pathog. 1996;21:499-512. 
II Arigita C, Luijkx T, Jiskoot W, Poelen M, Hennink WE et al. Well-defined and potent 
liposomal meningococcal B vaccines adjuvated with LPS derivatives. Vaccine. 
2005;23:5091-5098. 
III Humphries HE, Williams JN, Blackstone R, Jolley KA, Yuen HM et al. Multivalent 
liposome-based vaccines containing different serosubtypes of PorA protein induce cross-
protective bactericidal immune responses against Neisseria meningitidis. Vaccine. 
2006;24:36-44. 
IV Carmenate T, Mesa C, Menéndez T, Falcón V, Musacchio A. Recombinant Opc protein 
from Neisseria meningitidis reconstituted into liposomes elicits opsonic antibodies 
following immunization. Biotechnol Appl Biochem. 2001;34:63-69. 
V Wright JC, Williams JN, Christodoulides M, Heckels JE. Immunization with the 
recombinant PorB outer membrane protein induces a bactericidal immune response against 
Neisseria meningitidis. Infect Immun. 2002;70:4028-4034. 
VI Hou VC, Moe GR, Raad Z, Wuorimaa T, Granoff DM. Conformational epitopes 
recognized by protective anti-neisserial surface protein A antibodies. Infect Immun. 
2003;71:6844-6849. 
VII de Jonge MI, Hamstra HJ, Jiskoot W, Roholl P, Williams NA et al. Intranasal 
immunisation of mice with liposomes containing recombinant meningococcal OpaB and 
OpaJ proteins. Vaccine. 2004,28;22:4021-4028. 
VIII Delgado M, Yero D, Niebla O, González S, Climent Y et al. Lipoprotein NMB0928 
from Neisseria meningitidis serogroup B as a novel vaccine candidate. Vaccine. 2007 
5;25:8420-8431. 
IX Sardiñas G, Yero D, Climent Y, Caballero E, Cobas K et al. Neisseria meningitidis 
antigen NMB0088: sequence variability, protein topology and vaccine potential. J Med 
Microbiol. 2009;58:196-208. 
X Arenas J, van Dijken H, Kuipers B, Hamstra HJ, Tommassen J et al. Coincorporation 
of LpxL1 and PagL mutant lipopolysaccharides into liposomes with Neisseria meningitidis 
opacity protein: influence on endotoxic and adjuvant activity. Clin Vaccine Immunol. 
2010;17:487-495. 
XI Sánchez S, Abel A, Marzoa J, Gorringe A, Criado T et al. Characterisation and immune 
responses to meningococcal recombinant porin complexes incorporated into liposomes. 
Vaccine. 2009;27:5338-5343. 
XII Hung MC, Salim O, Williams JN, Heckels JE, Christodoulides M. The Neisseria 
meningitidis macrophage infectivity potentiator protein induces cross-strain serum 
bactericidal activity and is a potential serogroup B vaccine candidate. Infect Immun. 
2011;79:3784-3791. 
Referencias das táboas 
- 263 - 
 
XIII Zollinger WD, Babcock JG, Moran EE, Brandt BL, Matyas GR et al. Phase I study of 
a Neisseria meningitidis liposomal vaccine containing purified outer membrane proteins 
and detoxified lipooligosaccharide. Vaccine. 2012;30:712-721. 
XIV Mistretta N, Guy B, Bérard Y, Dalençon F, Fratantonio O et al. Improvement of 
immunogenicity of meningococcal lipooligosaccharide by coformulation with lipidated 
transferrin-binding protein B in liposomes: implications for vaccine development. Clin 
Vaccine Immunol. 2012;19:711-722. 
XV Hung MC, Heckels JE, Christodoulides M. The adhesin complex protein (ACP) of 
Neisseria meningitidis is a new adhesin with vaccine potential .MBio. 2013;4:1-13. 
XVI Tamargo B, Márquez Y, Ramírez W, Cedré B, Fresno M et al. New proteoliposome 
vaccine formulation from N. meningitidis serogroup B, without aluminum hydroxide, 
retains its antimeningococcal protectogenic potential as well as Th-1 adjuvant capacity. 
BMC Immunol. 2013;14 Suppl 1:S12. 
XVII Phillips R, Williams JN, Tan WM, Bielecka MK, Thompson H et al. Immunization 
with recombinant Chaperonin60 (Chp60) outer membrane protein induces a bactericidal 
antibody response against Neisseria meningitidis. Vaccine. 2013;31:2584-2590. 
  
 
  
  
 
  
  
 
 
